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RESUMO

SERAFIM-SILVA, Suedja Priscila. Fatores genéticos e reacdes adversas aos
antirretrovirais em pacientes portadores do HIV-1. 2013. Dissertagao (Mestrado).

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

A Terapia Antirretroviral Altamente Ativa (HAART) é a unica alternativa terapéutica
eficaz para individuos que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Contudo, as reagdes adversas tém sido a maior limitagdo deste tratamento. A
Farmacogenética investiga porque individuos diferentes respondem de forma
desigual aos mesmos tratamentos. Assim, polimorfismos genéticos podem possuir
papel importante no surgimento de rea¢des adversas em pacientes em HAART. O
objetivo do presente estudo foi investigar se a presenca de polimorfismos genéticos
estava envolvida com o desenvolvimento de reagdes adversas aos medicamentos
anti-HIV. Foram selecionados 250 pacientes em tratamento em Recife-PE para um
estudo caso-controle, cujas rea¢des adversas mais frequentes foram: resisténcia a
insulina, dislipidemia, erupcdo cutanea e neurotoxicidade. Foram levados em
consideragao oito polimorfismos em seis genes (RETN, APOB, APOA5, CCHCR1,
NR1I2 e NR1I3), além de variaveis clinicas: idade, massa corporal, sexo e etnia. O
alelo A do polimorfismo rs2307424 (G>A) no NR1I3 foi associado com menor
susceptibilidade a neurotoxicidade (OR= 0,93 [0,54-1,6] e p= 0,01) do gene NR1I3.
O genotipo G/G esta associado com risco de neurotoxicidade (p=0,04). Nao houve
evidéncias de que polimorfismos nos genes RETN, APOB, APOA5, CCHCR1 e

NR1I2 estejam associados com o desenvolvimento de reagbes adversas a HAART.

Palavras-chave: farmacogenética; terapia antirretroviral; reacées adversas; HIV.



ABSTRACT

SERAFIM-SILVA, Suedja Priscila. Genetic factors and adverse effects of
antiretrovirals in HIV patients. 2013. Dissertation (Master). Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

The Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART) is the only effective therapeutic
option for individuals with HIV. However, adverse events have been shown to be the
major limitation of this treatment. Pharmacogenetics investigates the uneven
response to the same treatments by different individuals in terms of beneficial effects,
clinical efficacy and adverse reactions. Genetic polymorphisms may play an
important role in modulating the response to drugs and the emergence of adverse
effects. The aim of this study was to investigate the presence of polymorphisms in
genes associated with the development of adverse reactions to antiretroviral drugs.
We selected 250 patients treated in Recife-PE for a case-control study, whose most
frequent adverse events were: insulin resistance, dyslipidemia, rash and
neurotoxicity. Genomic DNA was extracted using the Genomic Prep DNA Isolation
Kit Blood (method salting out), according to manufacturer's instructions (Promega).
SNPs were genotyped using real-time PCR with TagMan probes using the ABI 7500
(Applied Biosystems) platform. Were considered clinical variable: age, body mass,
gender and ethnicity. Eight polymorphisms in six genes (RETN, APOB, APOAS5,
CCHCR1, NR1I12 and NR1I3). Allele A in polymorphism rs2307424 (G>A) was
associated with a lower susceptibility to neurotoxicity (OR = 0.93 [0.54 to 1.6], p =
0.01). Genotype G/G is associated with neurotoxicity risk (p=0.04). There was no
evidence that polymorphisms in the RETN, APOB, APOA5, CCHCR1 and NR1I2

genes are associated with the development of adverse effects to HAART.

Keywords: pharmacogenetics; antiretroviral therapy, adverse reactions, HIV.
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rs3135506 pode causar uma alteragdo na estrutura da ApoAV dificultando a
composicdo do HDL. (2) Como consequéncia, ocorre a redugdo da taxa de
conjugagdo do HDL com o TG, (3) reduzindo a taxa eliminacdo dos TGs, (4)
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de VLDL e LDL, favorecendo a evolugao de um quadro de hipercolesterolemia. ....58

Figura 9 - Esquema do desenvolvimento de rash cutaneo induzido pelos SNPs
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antirretrovirais: (1) a entrada da nevirapina no queratindcito pode desencadear (2) a
producao de citocinas pro-inflamatdrias que (3) emitem sinais de perigo ativando o
sistema imunologico. (4) Como mecanismo de defesa o queratindcito sofre apoptose
exacerbada, caracterizando o quadro clinico de rash cuténeo. (5) A presenca dos
SNPs rs746647, rs1265112 e rs1576 podem levar ao aumento nos niveis da
proteina CCHCR1, (6) que atua aumentando a proliferagcado e diferenciacao celular,
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rs1523130 e rs2307424 nos genes NR1I2 e NR1I3 potencializada pelo efeito do
efavirenz: (1) os SNPs rs1523130 e rs2307424, podem causar redugao na produgao
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Figura 11. Esquema do mecanismo através do qual a presenga do alelo A
(gendtipos A/A e A/G) confere menor susceptibilidade na neurotoxicidade do
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efavirenz no SNP rs2307424 no gene NR113: (1) a presenga do alelo A (gendtipo
A/A ou A/G) do SNP rs2307424 no gene NR1I3 pode causar o aumento na produgéo
da proteina CAR, que é fator de transcrigdo que ajuda na expressao das proteinas
que metabolizam o EFZ. Como consequéncia, (2) ocorre um aumento do
metabolismo do EFZ, levando a (3) produgdo dos metabdlitos deste farmaco para
ser eliminado da célula. Como consequéncia do aumento da eliminacdo do EFZ do
organismo, (4) uma minima quantidade de EFZ atravessa a barreira hemato-
encefalica, sendo insignificante, e (5) ndo causa neurotoxicidade............................ 86
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INTRODUCAO

Entre 2001-2010 houve um aumento de cerca de 20% no numero de pessoas
contaminadas com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) no mundo, trazendo a
estatistica para 34 milhdes de infectados. As Américas Central e do Sul, comportam
1,4 milhdo de casos. O Brasil abriga um terco desse montante, com prevaléncia de
cerca de 1% da populagao (UNAIDS, 2011).

Contudo, o numero de pessoas que morrem de causas relacionadas a AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), causada pelo HIV, caiu para 1,8 milhdes
em 2010, abaixo do pico de 2,2 milhdes de meados da década de 2000. Em paises
de baixa e média renda, desde 1995, um total de 2,5 milhées de mortes foi evitado.
Estes numeros refletem o maior acesso aos medicamentos Anti-HIV pela populagao
(UNAIDS, 2011).

Os tratamentos pioneiros contra a infeccdo pelo HIV foram caracterizados
pela intolerancia por parte dos individuos as altas doses do unico farmaco disponivel
na época, a azidotimidina (AZT), também conhecida como zidovudina (ZDV) (VELLA
et al., 2012). Somente em meados dos anos 90, a monoterapia ou Terapia
Antirretroviral (TARV) evoluiu para Terapia Antirretroviral Altamente Ativa (do inglés
Highly Active Antiretroviral Therapy, HAART), quando a terapia antirretroviral
combinada, com trés ou mais agentes se tornou uma norma (CRESSEY e
LALLEMANT, 2007).

A resposta ao tratamento da infeccédo pelo HIV é um fendbmeno complexo e,
muitas vezes, limitado pela ocorréncia de toxicidade aguda ou crénica ou de
resisténcia aos farmacos. O metabolismo de medicamentos, como os anti-HIV, pode
variar muito entre os individuos, afetando tanto a eficacia quanto a toxicidade destes
medicamentos. Acredita-se que as variacbes genéticas entre as pessoas

representem uma parte importante desta variabilidade (TOZZI, 2010).
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A Farmacogenética foi designada como uma questao cientifica em 1959, por
Vogel, F. (MEYER, 2004), para investigar a resposta desigual aos mesmos
tratamentos por individuos diferentes em termos de efeitos benéficos, eficacia clinica
e reacdes adversas (SAVONAROLA et al., 2012).

Este campo de estudo deu origem a medicina personalizada, conhecida
atualmente como medicina precisa (KHOURY et al., 2012). A farmacogenética tem
avangado como uma das iniciativas estratégicas predominantes de muitas empresas
farmacéuticas, institutos de biotecnologia, centros médicos académicos e institutos
nacionais de saude, para a proxima década (RITCHIE, 2012).

O principal objetivo da Farmacogenética € tratar individuos com
medicamentos certos, em doses adequadas, com base em suas caracteristicas
fisiologicas individuais e composicdo gendmica (GARAY e GRAY; KHOURY et al,;
MIRNEZAMI, NICHOLSON e DARZI, 2012). A previsdo da resposta clinica e de
potenciais toxicidades relacionadas com o farmaco € essencial na gestdo dos custos
relevantes para o tratamento de doencgas crbnicas e explica o grande interesse
econdmico em estudar variantes genéticas de genes especificos (MCDERMOTT,
DOWNING e STRATTON, 2011).

Neste ambito, o Projeto 1000 Genomes, através da criagdo de um banco de
dados completo das variagdes genéticas humanas, foi de suma importancia para a
realizacdo de estudos de associagao entre o perfil genético individual e uma doenca
especifica (ABECASIS et al., 2012). Ainda no contexto genético, o Projeto HapMap,
desenvolveu 0 mapa de haplétipos do genoma humano, permitindo descrever os
padrées comuns de variagdo genética humana. Consorcios como o 1000 Genomes
e o HapMap, permitem a investigacdo de variantes genéticas que afetam a saude,
as patologias e as respostas aos medicamentos e fatores ambientais (ALTSHULER
et al., 2010).

Polimorfismos de Nucleotideo Unico (do inglés Single Nucleotide
Polymorphisms - SNPs) constituem a maior parte destas variagcbes genéticas.
Juntamente com o seu potencial de alterar a fungcdo génica, os SNPs vém sendo
alvo de investigagdo (RISCH e MERIKANGAS, 1996; KRUGLYAK, 1997; MASOOQOD,
1999); seja como indicadores de farmacogenética e/ou como marcadores para

mapear genes para doengas complexas (MEIN et al., 2000).
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Desta forma, SNPs funcionais em genes que produzem proteinas
relacionadas a absorg¢ado, distribuicdo, metabolizacdo e excre¢do (ADME) de
farmacos podem possuir papel importante na modulagéo da resposta aos farmacos
e no surgimento de reagdes adversas (TOZZI, 2010).

O presente estudo trata-se de um Estudo de Associacdo Genética em que se
tenta esclarecer a influéncia de fatores genéticos de oito SNPs em seis genes
relacionados com o desenvolvimento de reac¢des adversas a HAART, em individuos
portadores de HIV. A execugao deste trabalho justifica-se pelo fato de que estudos
desse tipo permitem confirmar se variantes genéticas estdo associadas a um efeito,
como, por exemplo, a dislipidemia causada pelos antirretrovirais. A identificacdo
prévia destas variagbes génicas permitiia a personalizacdo do tratamento
antirretroviral, aumentando as possibilidades de sucesso da terapia (TELENTI e
ZANGER, 2008).

23



1 OBJETIVOS
1.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca de associagao de polimorfismos em genes envolvidos
com o desenvolvimento de reagdes adversas em pacientes em uso de HAART nos
genes RETN, APOB, APOA5, CCHCR1, NR112 e NR113.

1.2 Objetivos Especificos

Avaliar se ha evidéncia de aumento de suscetibilidade para ocorréncia de
reacoes adversas durante a HAART devido a presenca de polimorfismos;

Avaliar se variaveis clinicas podem influenciar no desenvolvimento de reacdes
adversas a HAART;
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Origem da AIDS

Em 5 de junho de 1981, o Center for Disease Control (CDC) publicou um
relatério de informagdes epidemiolégicas de cinco casos de pneumonia por
Pneumocystis carinii e Sarcoma de Kaposi entre homens jovens homossexuais,
previamente saudaveis, em Los Angeles. Na nota relatou-se que esses casos
sugeriam uma "disfungao imuno-celular relacionada a uma exposigdo comum" e uma
"doenca adquirida através do contato sexual" (CENTER FOR DISEASE CONTROL,
1981). Posteriormente outros relatos de casos parecidos surgiram em Nova York,
Sé&o Francisco e outras cidades americanas (CENTER FOR DISEASE CONTROL,
1982a).

Nos meses seguintes, o CDC publicou relatos de haitianos recém-chegados
aos EUA, usuarios de drogas intravenosas sem historico de sexo homossexual, que
apresentavam sintomas similares aos dos cinco homens de Los Angeles. Em
seguida, surgiram relatos de que hemofilicos desenvolveram pneumonia
pneumocistica. Esses acontecimentos evidenciaram que o agente etiolégico da
AIDS era transmissivel também por sexo heterossexual e por sangue ou
hemoderivados contaminados por um agente até entdo desconhecido (CENTER
FOR DISEASE CONTROL, 1982b).

Em Marco de 1983, o CDC publicou recomendacbes para a prevencao de
doengas sexualmente transmissiveis e relacionadas com uso de drogas injetaveis.
Este trabalho baseou-se naqueles estudos epidemioldgicos iniciais e teve suas
primeiras conclusées de que a AIDS era de fato transmissivel por um agente
infeccioso (embora ainda desconhecido a época). Este agente seria, ainda, capaz de
ser transmitido em laténcia clinica, antes mesmo de causar AIDS (CENTER FOR
DISEASE CONTROL, 1983).

Foi nesse mesmo ano que a AIDS, hoje reconhecida mundialmente, se tornou
evidente em muitos paises. A sindrome se tornou o problema de saude mais
desafiador e devastador nas ultimas décadas (DE COCK, JAFFE e CURRAN, 2011).
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2.2 Origem do HIV

Ainda em 1983, dois grupos independentemente isolaram o retrovirus de
células do sistema imune de individuos com sintomas de AIDS, que mais tarde seria
conhecido como o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (BARRE-
SINOUSSI et al, 1983; GALLO et al, 1983). Este virus foi originado de uma
linhagem do virus da imunodeficiéncia simia, o SIV (do inglés simian
immunodeficiency virus) (PEETERS et al., 1989; HUET et al., 1990; PEETERS et al,,
1992). Estudos utilizando DNA mitocondrial revelaram os chimpanzés Pan
troglodytes troglodytes do extremo sudeste de Camardes, como a fonte dos virus
humanos (GAO et al., 1999).

A mais provavel via de transmissao viral entre chimpanzés e homens teria
sido através da exposicdo humana ao sangue e fluidos corporais durante a caca e
corte da carne de animais infectados (HAHN, 2000). Apés um processo de
adaptacao ao hospedeiro humano, o virus passou a ser transmissivel entre pessoas
(CHITNIS, RAWLS e MOORE, 2000).

No entanto, apenas no século XX é que tais virus se propagaram para niveis
detectaveis na populagdo humana (SHARP e HAHN, 2010). No centro-oeste da
Africa, durante a primeira parte daquele século, a desestabilizacdo das estruturas
sociais devido as invasdes por poténcias coloniais (CHITNIS, RAWLS e MOORE,
2000), a origem e o crescimento rapido de grandes aglomerag¢des (WOROBEY et
al.,, 2008) e o uso generalizado de substancias injetaveis (PEPIN e LABBE, 2008)
podem ter contribuido para criar uma oportunidade sem precedentes para a
disseminagdo do virus através do sangue entre os humanos (SHARP e HAHN,
2010).

2.3 Estrutura e Ciclo de Vida do HIV

O HIV é um membro da subfamilia dos lentivirus da familia Retroviridae
(FAUCI, 1988). A caracteristica dos retrovirus é a inversao do sentido normal da
informacado genética para a producdo das proteinas. A polimerase viral, que é a
transcriptase reversa (TR), € capaz de retrotranscrever DNA complementar a partir
do RNA viral (DIMMOCK, 1987; FAUCI, 1988; GREENE, 1993; STINE, 2000).
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O retrovirus é aproximadamente esférico e sua camada externa, também
chamada de envelope, € composta por uma dupla camada lipidica. Na superficie do
envelope se encontram as glicoproteinas gp41 e gp120. A gp41 atravessa o
envelope e esta ligada a gp120, que é a projecao mais externa do virus, ambas sao
responsaveis pela ligagdo do HIV com a célula hospedeira (STINE, 2000).

Abaixo do envelope esta a matriz proteica composta por p17, que abriga o
capsidio, uma camada composta por p24, que envolve duas copias de RNA
genbmico e as enzimas transcriptase reversa, protease (P) e integrase, envolvidas
na replicagdo, maturacéo e capacidade infecciosa da particula viral (DE BREYNE et
al.,, 2012). Além destas proteinas, o genoma viral codifica para a produgdo das
proteinas estruturais e acessorias envolvidas na infecgdo e patogénese (FAUCI,
1988). A estrutura do HIV esta representada na

Figura 1 abaixo.

7
Transcriptase
Reversa

Figura 1 — Estrutura do HIV. Proteinas gp120 e gp41 estdo na membrana viral. As
proteinas da matriz do HIV (p17), encontram-se entre o envelope e o capsidio. O
capsidio viral contém a p24, que envolve duas fitas de RNA e enzimas necessarias
para a replicagdo, como transcriptase reversa, protease, ribonuclease e integrase.
Adaptado de (NIAID., 2013).

A sintese de proteinas virais baseia-se exclusivamente na maquinaria de
tradugao da célula hospedeira (STOLTZFUS, 2009; SUHASINI e REDDY, 2009). Os
principais alvos de infecgdo do HIV sado células T CD4+ auxiliares, embora o virus
seja capaz de infectar outras células linféides como linfécitos T CD8+, macréfagos e

células dendriticas (MICHAUD et al., 2012). As células infectadas liberam particulas
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virais maduras no meio extracelular e no plasma sanguineo e certas secreg¢des
corporais (sémen, fluido vaginal, leite materno), que entdo s&o transmitidas para
outro individuo, principalmente através do contato sexual desprotegido,

amamentagao ou uso de seringas contaminadas (KILMARX, 2009).

O HIV se liga as células CD4+ (1) e uma vez dentro da célula hospedeira (2),
seu capsideo libera o RNA viral para dentro do citoplasma desta célula, através do
desnudamento (3) (ARHEL, 2010). Apds a liberagdo do material genético viral, a
transcriptase reversa utiliza RNA viral para produzir DNA (4) (FAUCI, 1988;
GREENE, 1993; STINE, 2000).

O filamento de DNA retroviral se move para o nucleo (5), onde é inserido no
DNA do hospedeiro (6) e torna-se um proé-virus. A integragcdo do DNA do HIV ao
DNA do hospedeiro é realizada pela enzima integrase e € um processo irreversivel
(MICHAUD et al., 2012). O pré-virus pode permanecer latente durante um longo
periodo de tempo. Seus genes ndo podem ser expressos até que suas copias de
RNA sejam produzidas pela maquinaria de transcricdo da célula hospedeira
(HUTCHINSON, 2001).

Com a ativacdo da transcricdo da célula hospedeira, a produ¢do do novo
virus inicia. O RNA mensageiro (MRNA) é produzido pra proceder a sintese de
proteinas virais necessarias (7), que em seguida migram para o citoplasma da célula
para a composig¢ao do novo virus. Em seguida € produzido o RNA que vai compor o
material genético do virus e o RNA que vai codificar para a tradugéo de proteinas
estruturais do virus, e todos estes elementos migram para o citoplasma celular (8)
(HUTCHINSON, 2001).

Em seguida, novas particulas virais se formam e sdo enxertadas a partir da
membrana da célula hospedeira (9) (MICHAUD et al., 2012). A enzima protease é
responsavel pela clivagem das proteinas do capsideo, processo fundamental para
maturac&o do virus (10) e um novo ciclo infeccioso se inicia (11) (DEBOUCK et al.,
1987; KOHL et al., 1988; GREENE, 1990; RIDKY e LEIS, 1995).

Figura 2 a seguir apresenta um esquema que demonstra as etapas do ciclo
de vida do HIV.
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Figura 2 - Ciclo de vida do HIV. O virus se utiliza de receptores na membrana celular dos lifécitos T
CD4+ para fazer a ligagédo e fusao de sua membrana com a da célula hospedeira (1), entrar na célula
(2) e liberar o seu material genético (3). A transcriptase reversa altera o material genético do virus (4),
de modo que este possa entrar no nucleo (5) e ser integrado ao DNA do hospedeiro (6), utilizando
uma enzima chamada integrase. Quando a célula torna-se ativa, o virus usa as suas proprias
enzimas para a sintese de novo material viral (7). Novos virus sdo montados (8), brotam da célula (9)
e sofrem maturagéo (10) para um novo ciclo infeccioso (11). Adaptado de (VOTTELER, 2008).

2.4 Como o HIV Provoca a AIDS

A maioria das contaminagdes por HIV-1 ocorre pela exposi¢ao sexual através
do trato genital ou mucosa retal (HU et al., 2004; VEAZEY et al., 2005). Esta
infeccdo em seres humanos pode ser definida em trés fases (FAUCI, 1993). A fase
primaria ou aguda tem duragao de 3-4 semanas e € o periodo de infecgao que inicia
a partir da deteccao da carga viral (CV), definida pela concentracado plasmatica de
RNA do HIV (108 copias/mL de plasma), até a produgdo de anticorpos especificos
para o virus (GROSSMAN et al., 2006; WARRILOW, STENZEL e HARRICH, 2007).
Essa fase da infecgdo € altamente transmissivel e pode ou ndo ser sintomatica
(SLEASMAN e GOODENOW, 2003).

Pouco depois da infecgdo, ainda na fase aguda, ocorre um surto de
replicagcédo viral, que atinge seu nivel maximo 21-28 dias depois do contato com o

patogeno. Esse pico esta associado a um declinio drastico transitério no numero de
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linfécitos T CD4+ periféricos, causado pela infeccdo (CADOGAN e DALGLEISH,
2008; MCMICHAEL et al., 2010). Nesta fase, alguns individuos podem desenvolver
sintomas da sindrome retroviral aguda, incluindo reagdes parecidas com as da gripe,
febre, garganta inflamada, linfodenopatia e infec¢gdes na pele (KAHN e WALKER,
1998).

Apesar de uma reacado imune forte que ocorre ao final da fase primaria,
resultando num decréscimo da carga viral e aumento da contagem de células T
CD4+ circulantes, o hospedeiro ndo € capaz de eliminar a infecgdo (GROSSMAN et
al., 2006; WARRILOW, STENZEL e HARRICH, 2007). Esse estagio da doenga
reflete a interacdo entre a imunidade do hospedeiro e a patogenicidade do virus
infectante (COFFIN, 1995). Em consequéncia as novas respostas imunes do
hospedeiro e a deplecao de células-alvo, a quantidade de virions infecciosos declina
até um estado de quase equilibrio dindmico (SCHACKER et al., 1998; RODRIGUEZ
et al., 2006).

Neste momento a doenca inicia a fase cronica da infeccédo (SCHMITZ et al.,
1999). Nessa fase, além do retorno do numero normal de células T CD4+, a infecgao
pode ser assintomatica durante muitos anos, na maioria dos individuos (HO et al.,
1995; FORD, PURONEN e SERETI, 2009). Entretanto, neste momento a ativagéo
imunitaria € maciga e o risco de progressdo para a fase de AIDS é altissimo,
podendo levar o paciente a morte (LIU et al., 1997).

Na ultima fase da infecgcao por HIV, que é a fase da AIDS propriamente dita, o
sistema imunitario perde gradualmente a capacidade de se restabelecer. Neste
momento, ocorre severa linfopenia progressiva de células T CD4+ (valores abaixo
de 200 células/uL de sangue) e o organismo do individuo ndo consegue mais se
recuperar (WHERRY et al., 2007). Nesse estagio da infec¢do, o individuo se torna
ainda mais susceptivel e pode adquirir diversas infeccbes oportunistas
simultaneamente, sem evolugdo imunolégica, e o individuo vai a o&bito
(EMBRETSON et al., 1993).

Em suma, a infecgdo por HIV leva ao desenvolvimento de uma doencga
cronica com estagios geralmente distintos, que causa a morte do individuo se néo
for tratada com antirretrovirais usados na pratica clinica. As fases da AIDS estao

esquematizadas na Figura 3 a sequir:
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Figura 3 - Curso clinico da infecgao pelo HIV na auséncia de HAART. Na fase aguda ocorre alta taxa
de viremia (linha pontilhada) que acompanha a queda do ndmero de linfécitos CD4+ (linha sélida). Na
fase cronica, ocorre o retorno do numero normal de células T CD4+. Na fase de AIDS, o sistema
imunoldgico perde gradualmente a capacidade de se restabelecer e o individuo se torna ainda mais
susceptivel, podendo ir a ébito. Adaptado de: (FANALES-BELASIO et al., 2010).

2.5 A Terapia Antirretroviral Altamente Ativa (HAART)

Em Outubro de 1985, Mitsuya et al. descreveram o efeito in vitro da
zidovudina ou azidotimida (AZT), o primeiro medicamento com efeito antirretroviral
licenciado para uso clinico contra o HIV (MITSUYA et al., 1985). Estudos clinicos
comprovaram que este farmaco era capaz de aumentar a sobrevida dos individuos,
embora ndao de forma prolongada (FISCHL et al., 1987; MONTANER et al., 1998;
WALENSKY et al., 2006). Devido a isso, surgiu a necessidade de buscar novos
medicamentos anti-HIV-1 (VELLA et al., 2012).

A monoterapia antirretroviral era ineficaz para obter a supressao da replicagao
viral, devido a alta taxa de mutagdes intrinseca no genoma do HIV-1, ocasionado
pela TR. Esta enzima é susceptivel a erros ao longo de sua atividade e ndo possui
um mecanismo de correcdo, levando assim suas mutagdes adiante. Como bilhdes
de virus sao produzidos diariamente nas células infectadas, uma variante com uma

mutacdo que confira resisténcia ao medicamento pode ser selecionada devido a
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pressao seletiva imposta pela presenga do antirretroviral. Assim, essa variante se
tornara cada vez mais frequente e o tratamento sera ineficaz (TANG, KANKI e
SHAFER, 2012).

As principais etapas alvo dos farmacos sao: a transcricdo reversa catalisada
pela transcriptase reversa e o processamento proteolitico realizado pela protease
viral (BARTLETT et al., 2001). Os farmacos cujo alvo € a TR sdo os Inibidores
Analogos a Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTR) e Inibidores Nao-
Analogos a Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INNTR). Os INTR interagem
com o sitio catalitico da enzima, enquanto que os INNTR interagem com o sitio
alostérico, localizado préximo ao sitio de ligacdo da TR com seu substrato. Assim,
por meios distintos, ambos s&o capazes de impedir a agao desta enzima, tornando o
virus incapaz de se reproduzir (FURMAN et al., 1986; CHENG et al., 1987).

A segunda via de ataque contra o HIV é através da inibicdo a protease viral,
bloqueando a formagao de proteinas virais estruturais, impedindo a formacéo de
novas particulas virais (THAISRIVONGS et al., 1991).

O Brasil distribui universal e gratuitamente 19 formulagdes de antirretrovirais
para os portadores do HIV desde 1996, como pode ser visto na Tabela 1.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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Tabela 1 - Medicamentos anti-HIV disponiveis na rede publica de saude no Brasil,

suas apresentacdes farmacéuticas, dosagens e respectivos anos em que foram
aprovados pelo FDA.

Antirretroviral ApresenAt agao Dosagem Classe Data de aprovagao pelo
Farmacéutica FDA
capsula 100 mg
Zidovudina (AZT) solugao injetavel 10 mg/mL INTR Marco de 1987
solugéo oral 10 mg/mL
apsul 250 ou 400
Didanosina capstia oum Mg INTR  Outubro de 1991
po6 — solugéo oral 10 mg/mL
apsul
Estavudina capsuia 30mg INTR  Junho de 1994
po6 — solugéo oral 1 mg/mL
comprimido 150 m
Lamivudina (3TC) Pr 9 INTR  Novembro de 1995
solugao oral 10 mg/mL
Saquinavir capsula 200 mg IP Dezembro de 1995
Ritonavir (RTV) capsula 100 mg IP Margo de 1996
Indinavir capsula 400 mg IP Marco de 1996
L comprimido 200 mg
Nevirapina (NVP) . INNTR  Junho de 1996
suspensao oral 10 mg/mL
Lamivudina + -
Zidovudina comprimido 300 mg + 150 mg INTR Setembro de 1997
) comprimido 400 ou 600 mg
Efavirenz (RFZ) . INNTR  Setembro de 1998
solugao oral 10 mg/mL
, comprimido 300 mg
Abacavir . INTR Dezembro de 1998
solugao oral 20 mg/mL
Lopinavir+ -
ritonavir (LPV/r) comprimido 200 + 50 mg IP Setembro de 2000
Tenofovir comprimido 300 mg INNTR  Outubro de 2001
Atazanavir (ATV) capsula 200 mg IP Junho de 2003
Fosamprenavir comprimido 700 mg IP Outubro de 2003
Tipranavir comprimido 250 mg IP Junho de 2005
Darunavir comprimido 75, 150 ou 300 mg P Junho de 2005
Raltegravir comprimido 400 mg P Outubro de 2007
Etravirina comprimido 100 mg INNTR  Janeiro de 2008

INTR — Inibidor analogo a nucleosideos da transcriptase reversa

INNTR — Inibidor ndo-analogo a nucleosideos da transcriptase reversa
IP — inibidor da protease
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A Terapia Antirretroviral Altamente Ativa significa a agdo combinada de trés
ou mais compostos anti-HIV. Esta associacédo reduz as chances de resisténcia viral,
tornando o progndstico dos individuos mais eficiente e eficaz, promovendo a queda
da carga viral e recuperagdo do sistema imune (LEDERGERBER et al, 1999;
CRESSEY e LALLEMANT, 2007).

Desde 1996, a importancia da combinagdo de farmacos para a terapia
antirretroviral tornou-se amplamente aceita (GULICK et al., 1997; HAMMER et al.,
1997; DE CLERCQ, 2010). Atualmente, diretrizes e autoridades nacionais
competentes recomendam que a primeira opgdo de esquema terapéutico (ou
tratamento de primeira linha) consista na associagao de dois INTRs; AZT 300 mg +
3TC 150 mg, duas vezes ao dia, mais um INNTR, preferencialmente efavirenz (EFZ)
600 mg; uma vez ao dia ou, alternativamente, nevirapina (NVP) 200 mg, duas vezes
ao dia. A segunda opc¢ao de esquema inicial € administrar AZT+3TC mais um IP,
preferencialmente a combinagéo lopinavir (LPV/r) 200 mg + ritonavir 50 mg, duas
vezes ao dia, ou alternativamente, atazanavir (ATV) 300 mg + ritonavir (RTV) 100
mg, uma vez ao dia (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Devido ao seu maior grau de toxicidade, os demais antirretrovirais sao
indicados nos casos em que tenha ocorrido falha virolégica ou reagdes adversas ao
esquema de primeira linha (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

No Brasil, segundo recomendacgdes do Ministério da Saude, recomenda-se
iniciar a HAART para individuos nas seguintes situagcdes (RIBEIRO, 2007):

e Sintomaticos, independentemente da contagem de células T CD4+. Nessa
categoria incluem-se todos que apresentaram qualquer condigdo definidora
de AIDS;

e Assintomaticos com contagem de células T CD4+ menor ou igual a 500
células/mm?;

e Gestantes, independente da presenca de sintomas e da contagem de
linfécitos T CD4+;

e |dade igual ou superior a 55 anos;

e Carga viral elevada, superior a 100.000 cépias.

A introdugcdo da HAART no combate ao virus causador da AIDS possui 0s

seguintes objetivos: (i) obtencao de sinergismo entre os diferentes farmacos atuando
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em diferentes alvos no ciclo da infeccdo, potencializando o tratamento; (ii)
diminuicdo das dosagens individuais de cada medicamento, reduzindo os seus
efeitos téxicos secundarios e (iii) diminuir a probabilidade de desenvolvimento de
resisténcia aos farmacos (GULICK et al, 1997; LEDERGERBER et al, 1999;
KWARA, FLANIGAN e CARTER, 2005).

Reacdes adversas, toxicidade, resisténcia viral, interagdes medicamentosas e
todos os inconvenientes de um tratamento ao longo de toda a vida do paciente ainda
sdo as principais deficiéncias destes medicamentos (THOMPSON et al., 2012). O
tratamento é capaz de manter a supressao viral e preservar a fungdo imunologica do
individuo, mas é de fundamental importancia que o mesmo entenda que a terapia
nao cura a infeccdo (CARPENTER et al., 1996).

Avancos nos estudos sobre medicamentos Anti-HIV trazem melhorias desde
toxicidade, poténcia terapéutica, tolerancia por parte do paciente até a quantidade
de comprimidos para permitir a supressao viral duravel para a maioria dos infectados
(THOMPSON et al., 2010). A otimizagdo da HAART se faz necessaria, pois varios
estudos comprovam que a mortalidade por eventos nao relacionados a AIDS ja
ultrapassa os 6bitos causados pela evolugéo da propria doenga (BHASKARAN et al.,
2008; ANIS et al.,, 2009; KITAHATA et al., 2009; HARRISON, SONG e ZHANG,
2010).

Reacdes adversas (RAs) desempenham um papel determinante na adesao a
HAART por parte dos pacientes e este é talvez o determinante mais significativo
para o sucesso da terapia (D'ARMINIO MONFORTE et al., 2000). Estes efeitos sao
responsaveis por co-morbidades perceptiveis aos individuos e seus familiares, o que
pode resultar na ma adesdo ao tratamento e consequente falha virologica
(DOMINGO e LOZANO, 2011).

2.6 Reacgdes Adversas aos Anti-HIV

De acordo com Edwards e Aronson (2000), uma reacao adversa € definida
como:
"Uma reacgao sensivelmente nociva ou desagradavel, resultante de uma intervengao

relacionada com a utilizacdo de um medicamento, que prevé risco nas futuras
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administragdes e requer prevengao ou tratamento especifico, ou alteragdo do regime
de dosagem, ou retirada do produto.” (EDWARDS e ARONSON, 2000).

No caso da HAART, desde a sua introdugao, ja estava claro que as reagdes
adversas e a toxicidade dos farmacos seriam reforgcados pela necessidade inevitavel
de sua administragado indefinida. Esta certeza viria da impossibilidade de erradicacéo
da infecgéo pelo HIV e seus efeitos toxicos que sdo cumulativos ao longo do tempo
(ZAHRAN et al., 2004).

A interrupcéo da HAART se faz necessaria principalmente quando se tratam
de toxicidades graves, que pdem em risco a vida do individuo. No caso das reagdes
adversas crénicas, de longa duragdo, em que o paciente ndo corre risco de morte,
pode-se recorrer a intervengbes farmacoldgicas ou agdes paliativas, corrigindo
parcial ou completamente o problema (DOMINGO e LOZANO, 2011).

Com relacdo a severidade, a Organizagdo Mundial de Saude classifica as
reagdes adversas em 4 graus:
- Leve ou Grau 1: sdo sintomas que causam nenhuma ou minima interferéncia nas
atividades sociais e funcionais habituais dos individuos;
- Moderada ou Grau 2: sdo sintomas que causam maior interferéncia com atividades
sociais e funcionais habituais, mas ndo impedem que o paciente exerca tais
atividades;
- Severa ou Grau 3: sao sintomas que levam o individuo a incapacidade de realizar
atividades sociais e funcionais habituais;
- Potencialmente Fatal ou Grau 4: sdo sintomas que causam incapacidade de o
individuo realizar cuidados pessoais basicos ou intervencdo médica ou operatoria
indicada para prevenir danos permanentes, incapacidade persistente ou morte
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

As reacgdes adversas comumente associadas com diferentes medicamentos

anti-HIV estao apresentadas na Tabela 2 a seguir.
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Tabela 2 - Reagbes adversas associadas com diferentes classes de antirretrovirais.

Classe Medicamento Efeitos Adversos
Zidovudina Anemia, nausea, rash, miopatia, dislipidemia
Stavudina Nausea, lipoatrofia, PNS, dislipidemia, pancreatite, acidose latica,
Didanosina esteatose hepatica, doencas cardioldgicas, PNS
INTRs
Abacavir Reacéo de hipersensibilidade, hepatotoxicidade, doencas
cardiolégicas
Tenofovir Insuficiéncia Renal, perda 6ssea
Reacdes adversas do SNC, rash, hepatotoxicidade, lipoatrofia,
Efavirenz teratogenicidade, hipertrigliceridemia
INNTRs
Nevirapina Rash, reacao de hipersensibilidade, hepatotoxicidade
Etravirina Rash, hepatotoxicidade
Todos os IPs Nausea, diarreia, rash, dislipidemia, resisténcia a insulina,
hepatotoxicidade
Atazanavir Ictericia, nefrolitiase
IPs
Indinavir Ictericia, nefrolitiase
Lopinavir Doencas cardioldgicas

fosamprenavir
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2.6.1 Sindrome Metabdlica

A Sindrome Metabdlica € caracterizada por uma série de desordens
metabdlicas: obesidade abdominal, hipertrigliceridemia, elevada glicemia de jejum,
hipertensdo arterial, baixos niveis de colesterol de alta densidade (HDL) e
resisténcia a insulina (FORD, LI e ZHAO, 2010). E uma patologia que tem como

base diagndstica a resisténcia a insulina (GRUNDY et al., 2004).

Resisténcia a Insulina (RI)

Fisiologicamente, a insulina é produzida pelo pancreas em resposta a
hiperglicemia para estimular a utilizacdo da glicose de diferentes formas em varios
tecidos. Os tecidos responsaveis por remover a glicose da circulagcdo e que
possuem maior impacto na utilizagao da glicose sdo o musculo esquelético, figado e
tecido adiposo. Nestes tecidos, a insulina aumenta a captagéo da glicose reduzindo
0s niveis de glicose circulantes no sangue e aumenta a conversao de glicose em
moléculas de armazenamento como glicogénio e gordura (inibindo a degradacao de
gordura ou lipdlise e a glicogendlise) (KIM et al., 2006).

A resisténcia a insulina ocorre quando as necessidades de insulina pelo
organismo para manter os niveis de glicemia médios s&o maiores do que o0 que seria
considerado como valores fisiolégicos normais (LEBOVITZ, 2001). Esse disturbio
fisiopatoldgico ocorre devido a uma reducdo na sensibilidade a insulina em tecidos
periféricos (musculo esquelético e especificamente o tecido adiposo) e esta
relacionado ao aumento de lipidios circulantes (dislipidemias) e de sobrepeso, bem
como o possivel desenvolvimento de diabetes (DEFRONZO e FERRANNINI;
MARTIN et al., 1992). A presenca de RI esta associada a um maior risco de eventos
cardiovasculares, acidente vascular cerebral e morte (LILLIOJA et al, 1993;
PYORALA et al., 2000; BONORA et al., 2002; HEDBLAD et al., 2002; MATSUMOTO
et al., 2003).

Foi demonstrado que a HAART pode levar ao aumento da glicemia de jejum e
a Rl ao longo do tempo (DUBE et al., 2001; MALLON et al., 2003; YAN e HRUZ,
2005). Alguns antirretrovirais afetam diretamente a sinalizagéo celular de insulina

causando uma mudancga rapida e aguda na sensibilidade a este hormdnio e outros
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ainda causam alteragdes no tecido adiposo e na fungdo mitocondrial do musculo
esquelético, o que acarreta em uma resisténcia a insulina (VILLARROYA,
DOMINGO e GIRALT, 2010).

Direta ou indiretamente, estes efeitos contribuem para o que se conhece
como lipotoxicidade em individuos infectados pelo HIV em HAART, caracterizada
por gordura subcutanea disfuncional com aumentos de gordura visceral e circulagao
de acidos graxos livres, com a deposigao de lipidios em tecidos nao-adiposos, tais
como o figado e os musculos, o que contribui para a Rl (VILLARROYA, DOMINGO e
GIRALT, 2010).

O tratamento da sindrome metabdlica, incluindo a resisténcia a insulina, deve
sempre iniciar com medidas nao farmacoldgicas, € na persisténcia dos sintomas,
iniciar o manejo farmacolégico. As abordagens nao farmacoldgicas se baseiam em
mudangas de habitos de vida, que incluem: prevengcdo do tabagismo, controle
nutricional e atividade fisica; contribuindo para o equilibrio metabdlico, reducédo da
distribuicdo inadequada de gordura corporal e para a formagao de massa muscular
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

A elevacdo dos niveis de triglicerideos deve ser tratada quando os valores
forem superiores a 500 mg/dl. Quando essa alteragcédo for acompanhada de doencga
cardiovascular (DCV) preexistente, historico familiar precoce de DCV ou HDL-C < 40
mg/dl, o tratamento farmacoldgico deve ser considerado. As intervencdes
farmacolégicas incluem os mesmos medicamentos utilizados no tratamento de
dislipidemias na populacdo em geral: fibratos e estatinas (MINISTERIO DA SAUDE,
2008).

Dislipidemia

A resisténcia a insulina pode desencadear a dislipidemia por varios
mecanismos. Em condi¢gdes normais, a insulina suprime a lipolise de adipadcitos, de
modo que quando a sinalizagdo deste horménio esta prejudicada, ocorre aumento
da lipdlise, resultando no aumento dos niveis de acidos graxos livres. Com isso,
ocorre aumento dos niveis de triglicerideos (TGs) e de apolipoproteinas (como a
apolipoproteina B) constituintes das lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL),
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resultando em hipertrigliceridemia e aumento dos niveis de VLDL (ECKEL, GRUNDY
e ZIMMET, 2005; HUANG, 2009).

Em condi¢gdes normais, a insulina também é responsavel pela degradagao de
apolipoproteinas, de modo que a resisténcia a insulina aumenta diretamente a
producdo do VLDL. A hipertrigliceridemia € resultado do aumento na produgéo e
reducdo da eliminacdo do VLDL. Esta molécula de colesterol é metabolizada em
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e ambas estdo envolvidas na formacgao de
placas de ateromas. Os TGs ricos em VLDL sao transferidos para HDL, quando se
tornam substrato para lipase hepatica e sdo rapidamente eliminados da circulagao
(ECKEL, GRUNDY e ZIMMET, 2005; HUANG, 2009).

Lipodistrofia € um termo genérico para varias condigdes, incluindo lipoatrofia
e/ou lipohipertrofia, muitas vezes associada com a dislipidemia e resisténcia a
insulina (GRINSPOON e CARR, 2005). Estes sintomas podem ocorrer em conjunto
ou separadamente. Lipoatrofia é definida como a perda de gordura no rosto
(bochechas), extremidades, nadegas e gordura abdominal subcutanea.
Lipohipertrofia é definida como a acumulagdo de gordura visceral no abdome,
gordura subcutanea, gordura nas mamas, gordura na regido cervical (giba) e
lipomas (VILLARROYA, DOMINGO e GIRALT, 2010). Esta sindrome pode causar
ainda aumento do risco de doenga cardiaca coronaria (HADIGAN et al., 2003).

A lipodistrofia foi associada principalmente com a utilizagao de certos INTRs e
INNTRs (devido a deplecdo de mRNA), seguidos pelos IPs. (NOLAN et al., 2003).
No entanto, posteriormente, sua génese foi esclarecida como um efeito multifatorial,
incluindo fatores genéticos, idade, sexo, tempo de exposi¢cdo aos antiretrovirais,
alteracdes metabdlicas, contagem de CD4+ no momento do inicio da HAART, entre
outros (MALLON et al., 2005).

As alternativas de tratamento devem ser discutidas evitando-se perda da
autoestima, repercussdes sociais negativas e impacto desfavoravel na adeséo ao
tratamento pelo paciente. O tratamento pode envolver a substituicdo de TDF ou ABC
por analogos de timidina, inje¢cdes de acido polilactico para a lipoatrofia facial, perda
de peso, exercicio e lipoaspiragao para acumulagédo de gordura dorsocervical, assim
como cirurgia de redugdo de mama, implante de préteses e preenchimento facial
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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2.6.2 Alteracdes Cutaneas

Em geral, reacdes de pele causadas por medicamentos anti-HIV s&o de inicio
precoce, embora alguns, como efeitos retindides e alteragdes pigmentares possam
ocorrer mais tardiamente (DOMINGO e LOZANO, 2011). Estas reagdes podem ir
desde formas absolutamente inofensivas (prurido e vermelhiddo) até reacdes
extremamente graves, chegando a p6r em risco a vida do paciente (Sindrome de
Stevens Johnson) (HAWKINS, 2010).

O termo Rash ou erupgao cutdnea pode ser desencadeado por quase todos
os medicamentos anti-HIV, embora os INNTRs e ABC sejam seus principais
causadores. A erupgao cutanea associada a esta classe é geralmente eritematosa,
maculopapular e generalizada (CARR e COOPER, 2000). Erupcbes do tipo
morbiliforme e exantema maculopapular sdo as reagbes mais comuns da pele,
afetando 8-12% dos individuos que receberam HAART (HAWKINS, 2010).

Contudo, o nevirapina é responsavel por 0,5-1% dos casos, pondo em risco a
vida do paciente (MURPHY, 1996). O mecanismo pelo qual os antirretrovirais
causam as alteracdes cutaneas em individuos portadores de HIV em HAART, ainda
nao foi muito bem elucidado (CHANTARANGSU et al., 2011), contudo, existe uma
hipétese em potencial, apresentada na Figura 5 a seguir (SHENTON, 2007).

De acordo com Shenton (2007), o desenvolvimento de Rash Cutaneo
induzido por Nevirapina: (1) a nevirapina € metabolizada no figado (hepatdcitos)
através de enzimas do citocromo P450 a varios metabdlitos incluindo a 12-
hidroxinevirapina. (2) 12-hidroxinevirapina iria provavelmente circular através do
sangue para a pele. (3) Na pele, a 12-hidroxinevirapina poderia sofrer uma reagéo
de sulfatagdo, em células como fibroblastos residentes, se tornando uma molécula
mais reativa. (4) A molécula, mais reativa, poderia entdo se ligar a proteinas
celulares vizinhas, de forma ainda nao elucidada (5). Esta ligagado poderia perturbar
a homeostase celular e resultar na producdo de sinais de perigo, tais como a
liberagcdo de citocinas, para o meio circundante. (7) Isto pode resultar no
recrutamento de macréfagos. (8) Os macrofagos poderiam desencadear a ativagao
do sistema imunoldgico, ativando um processo inflamatério que culminaria como
resultado final em um surto de erupcdo cutdnea induzida pela

nevirapina.(SHENTON, 2007). A Figura 4 abaixo esquematiza este processo.
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Figura 4 - Esquema do desenvolvimento de Rash Cutaneo induzido por Nevirapina: (1) a
nevirapina é metabolizada e da origem a 12-hidroxinevirapina. (2) Esta molécula na circulagéo
poderia chega a pele, (3) onde poderia sofrer uma reagdo de sulfatagdo. (4) 12-
hidroxinevirapina sulfatada poderia entdo se ligar a proteinas celulares vizinhas. (5) podendo
perturbar a homeostase celular e resultar na liberagdo de citocinas, (7) resultando no
recrutamento de macrofagos. (8) Este processo poderia desencadear a ativagdo de uma
reagao inflamatoria resultando em um surto de erupgao cutdnea. Adaptada de (SHENTON,
2007).

Na ocorréncia destas reacdes, € vital a retirada imediata do agente causador
e 0 monitoramento hidroeletrolitico e nutricional do paciente, assim como o
tratamento e prevencao de infecgbes bacterianas secundarias (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002).

A incidéncia de erupgdo moderada a grave € de cerca de 8-12%, com taxa de
descontinuacao da terapia de aproximadamente 2%. Rash relacionado a NVP e EFV
geralmente é de gravidade leve a moderada, mas erupgdes cutaneas graves tém
sido observadas em cerca de 6% dos doentes tratados com NVP (FAGOT et al.,
2001) e de 4% daqueles recebendo EFV, geralmente dentro das 4 primeiras
semanas de terapia (MADRUGA et al., 2007).

O tratamento das erupcbes cutdneas se faz através do uso de anti-
histaminicos e corticéides, quando mais intensas. Em casos ainda mais graves é
aconselhavel descontinuar a terapia ou alterar os esquemas da HAART (Scaling up
antiretroviral therapy in resource-limited settings: guidelines for a public health

approach. Executive summary. April 2002).
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2.6.3 Efeitos Neuropsiquiatricos

Toxicidade do sistema nervoso central (SNC) na infeccdo pelo HIV é
comumente associado aos antirretrovirais, sobretudo ao EFV. Relatérios publicados
sugerem que 40-70% dos individuos desenvolvem alguma forma de perturbacao
neuropsiquiatrica ao longo do tratamento (GOLDENBERG, 2000; BLANCH et al.,
2001; PANEL ON ANTIRETROVIRAL GUIDELINES FOR ADULTS AND
ADOLESCENTS, 2012). Seu espectro clinico € amplo, mas os mais comuns sao:
disturbios do sono (sonhos anormais ou vividos, insbnia, sonoléncia), tontura,
dificuldade de concentracdo, confusao, irritabilidade, cefaleia e nervosismo
(CLIFFORD et al., 2005). Menos frequentemente, EFV estd associado com
depressao e reagdes como pensamentos suicidas ou maniacos e paranoias
(HAWKINS et al., 2005).

Estes efeitos secundarios desaparecem geralmente dentro das primeiras 24
semanas de tratamento, sendo a maior parte das vezes entre a segunda e quarta
semana (CLIFFORD et al., 2005). Mas 10-15% dos individuos persistem por longos
periodos de tempo com desordens do sono e nervosismo (STASZEWSKI et al.,
1999).

Foi demonstrado que efavirenz é capaz de atravessar a barreira hemato-
encefalica. As concentragbes de EFZ no liquido cefalo-raquidiano (LCR)
documentadas chegam a 1,2% das concentragbes plasmaticas correspondentes
(MARZOLINI et al., 2001). Existem evidéncias de que as concentragdes plasmaticas
de EFZ entejam relacionadas ao desenvolvimento de sintomas neuropsiquiatricos
(STASZEWSKI et al., 1999).

O mecanismo definitivo através do qual EFZ causa neurotoxicidade ainda nao
foi totalmente elucidado. Uma hipotese consistente sugere que fatores
farmacogenéticos podem contribuir para alteragdes do metabolismo do farmaco, o
que predisporia os individuos a uma eliminacdo mais lenta e concentracbes
plasmaticas mais elevadas, favorecendo a passagem de EFZ para o LCR (HAAS et
al., 2004; HASSE et al., 2005; RIBAUDO et al., 2006).

Estudos demonstram uma grande variabilidade das concentragdes de

efavirenz entre os individuos e essas diferencas nao foram influenciadas pela idade,
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sexo, etnia ou indice de massa corporal. Essas evidéncias apontam que fatores
genéticos sdo determinantes (HAAS et al., 2004; RIBAUDO et al., 2006).
Aconselha-se escalonamento de dose para reduzir significativamente a
frequéncia inicial de tonturas, disturbios de concentracdo e alucinagdes, sem
prejudicar a eficacia terapéutica (GUTIERREZ-VALENCIA et al., 2009). Além disso,
para minimizar estes efeitos € aconselhado administrar EFV a noite antes de dormir.
Quanto a farmacoterapia, a tontura pode ser combatida com anti-histaminicos
para ajudar o paciente a dormir, mas nao podem ser utilizados medicamentos com
efeito sedativo (THOMPSON et al., 2012). Quando os sintomas causados por EFV
sdo graves ou persistentes, deve-se substituir este farmaco por NVP (Scaling up
antiretroviral therapy in resource-limited settings: guidelines for a public health

approach. Executive summary. April 2002).

2.7 Farmacogenética

Com o surgimento de antibidticos, anestésicos e anti-hipertensivos, durante o
século XX, percebeu-se que pessoas diferentes recebendo o mesmo tratamento
respondiam de formas diferentes. Para alguns individuos o tratamento se mostrava
eficaz, enquanto que em outros ndo havia resposta clinica eficiente (MANCINELLI,
CRONIN e SADEE, 2000).

Os avancos da quimica organica e o surgimento das leis da genética
mendeliana permitiram associar as diferengas metabdlicas entre as pessoas a
fatores genéticos (MAYNARD SMITH, 1962). Como resultado de estudos realizados,
formulou-se a hipotese de que as diferengas geneticamente determinadas nos
processos bioquimicos poderiam ser a causa de reagdes adversas apos a ingestao
de farmacos (MANCINELLI, CRONIN e SADEE, 2000).

Garrod, em 1902, sugeriu ainda que as enzimas possuiam papéis implicados
na desintoxicacao de substancias estranhas (xenobidticos), e que tal mecanismo
poderia falhar em algumas pessoas, por falta da enzima desintoxicante necessaria
(GARROD, 1902).

Em 1954, foi descoberto que os efeitos adversos do tuberculostatico

isoniazida eram causados devido a deficiéencia em uma enzima n-acetiltransferase.
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Esse e outros estudos seminais estabeleceram a relagéo entre genética, bioquimica
e farmacologia (KALOW, 2002).

Mas tarde, em 1959, Vogel introduziu o conceito de “farmacogenética’ para
designar a interagdo entre estes trés campos da ciéncia. Com isso, ela pode ser
definida como o estudo da influencia da variabilidade genética do individuo nas
respostas medicamentosas (MANCINELLI, CRONIN e SADEE, 2000).

A Farmacogenética esta sendo estudada no ambito da terapéutica do HIV
devido ao longo prazo e a toxicidade deste tratamento, além de sua complexidade
inerente (FELLAY et al., 2001). Assim, a TARV pode ser beneficiada por ferramentas
preditivas para identificar a combinag¢ao de farmacos mais provavel de ser tolerada e
eficaz (ROSES, 2004).

A introdugcdo de novos medicamentos, mais convenientes e altamente
toleraveis levou a mais op¢des de tratamento para o HIV. Paises desenvolvidos, em
sua maioria, possuem a possibilidade de individualizar a TARV tendo como base as
caracteristicas especificas do medicamento, do virus e do individuo (PAVLOS e
PHILLIPS, 2012).

Caracteristicas dos medicamentos que podem influenciar na decisdo de
tratamento de um individuo especifico irdo incluir o seu perfil de toxicidade, a
conveniéncia, quantidade de comprimidos, e a penetracdo no sistema nervoso
central (SNC) e outros locais vitais. Caracteristicas do virus que influenciam na
escolha do medicamento incluem o padrdo de resisténcia viral demonstrada nos
testes genotipicos e/ou fenotipicos e do histérico do uso de antirretrovirais pelo
paciente (SWENSON et al., 2010; PARRA et al., 2011).

Mais recentemente, medicamentos antagonistas de receptores do HIV, tais
como Maraviroc, tém sido desenvolvidos, os quais inibem um receptor de quimiocina
na célula hospedeira do HIV, principalmente no inicio da doenga. Ensaios de
tropismo genotipico e fenotipico sao utilizados para determinar se os virus em um
paciente especifico sdo susceptiveis de ser receptores-trépicos e responderem ao
tratamento com esses agentes antirretrovirais (SWENSON et al., 2010; PARRA et al.,
2011).

Finalmente, as caracteristicas do hospedeiro sdo muito importantes para a

individualizagdo da TARV e compreendem tanto fatores ambientais (que podem ser
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dindmicos ao longo do tempo) quanto farmacogenéticos (PHILLIPS e MALLAL,
2009a).

Fatores ambientais que influenciam a prescricdo de esquemas individuais
incluem fatores relativos ao estilo de vida e a adesado do paciente, interagbes
medicamentosas, disfungdes tais como hepatite ou doenga renal, ou ainda gravidez.
Comorbidades tais como doenga vascular, disfungdes internas dos 6rgaos e cancer
estdo desempenhando um papel cada vez maior nas decisdes de individualizagao
da terapia (HETHERINGTON et al., 2002; PHILLIPS e MALLAL, 2009a).

Um dos aspectos fixos do hospedeiro que se relaciona com a individualizagao
do tratamento sdo os fatores farmacogenéticos que potencialmente afetam a eficacia
do medicamento e sua toxicidade. Estes incluem genes que possam afetar a
disposicao global e a atividade de um medicamento, tais como aqueles relacionados
com a absorcédo, distribuicdo, metabolismo e excrecéo; transporte do farmaco, ou
com o proprio alvo do medicamento. Estes podem também incluir a resposta imune
ou genes do antigeno HLA, que aparenta ter uma grande importancia em tipos
especificos de toxicidade dos farmacos (HETHERINGTON et al., 2002; PHILLIPS e
MALLAL, 2009b).

A descoberta de uma forte associagdo do alelo HLA-B* 5701 do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) classe | com a hipersensibilidade ao
abacavir e a subsequente utilizacdo generalizada deste marcador na rotina clinica
do HIV é um grande exemplo da tradug¢ao da farmacogenética na individualizagao da
TARYV, fornecendo um roteiro geral para outros testes farmacogenéticos (MALLAL et
al., 2002; CROVELLA et al., 2011).

Nem sempre € possivel dissociar os fatores ambientais da influéncia genética
como fontes de variabilidade genética na resposta aos medicamentos. Deste modo,
0 uso combinado da Monitorizagdo Terapéutica de Farmacos (do inglés Therapeutic
Drug Monitoring ou TDM) classica como uma abordagem fenotipica, e da
genotipagem de genes relacionados ao metabolismo de farmacos é atualmente a
forma mais moderna e eficiente de individualizar a dose de varios medicamentos
para o paciente (GINSBURG e WILLARD, 2009; GERVASINI, BENITEZ e
CARRILLO, 2010; CREWS et al., 2011).
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A maioria dessas descobertas, embora ainda ndo facilmente aplicaveis a

pratica clinica, vai continuar a guiar a compreensao dos processos infecciosos e a
eficacia e toxicidade dos antirretrovirais (PAVLOS e PHILLIPS, 2012).

individualizada.

2.8

Figura 5 - Prescricao antiretroviral individualizada. Caracteristicas dos medicamentos, dos virus
e do hospedeiro influenciam no tratamento personalizado de um individuo. O acompanhamento
e monitoramento subsequente e atualizacdo do esquema de tratamento poderiam ser norma
para proporcionar eficacia, tolerabilidade e adesado, com efeitos adversos minimos. Adaptado
de (PAVLOS e PHILLIPS, 2012).

Carsctsisics Vi
do medicamento i i
Farmacogenéticos Ambientais
1 * Genes da absorgio,| | » Aderéncia
R . distribuicio, » Estilo de vida
Pcrfle d.e toxicidade ¢ Padrdo de resisténcia metabolismo e « Inferagéo
* Poténcia genotipica/fenotipica e/ou excrecio medicamentosa
* Conveniéncia histérico de uso de «Genes de transporte| | * Comorbidades
* Dose fixa antiretrovirais ?}E fafmﬁa;oii . Di:ﬁmlgées
e Quantia de comprimidos| | e Tropismo por CCRS * E,mescoso 08 : g:;}‘:it:zB
» Invasdo do SNC/ o Classificagfio viral « Inmnogenéticos
outros orgios
Prescricio Antiretroviral Individualizada
Reviséo da
Determinacdo do "Fendtipo” do paciente através de dosagem/esquema se
necessario

acompanhamentos (Monitoramento clinico e laboratorial
para toxicidade e eficacia - contagem de células CD4,
carga viral, Monitoracdo Terapéutica de Farmacos etc)

A Figura 5 esquematiza a construgdo de uma prescricdo antirretroviral
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2.8 Genes e Polimorfismos Candidatos
2.8.1 RETN

O gene Resistina (RETN) esta localizado no cromossomo 19p13.2 e codifica
para a produgdo de um polipeptidio que da origem a resistina, um hormdnio de
sinalizagdo produzido por macréfagos e adipécitos, que pertence a familia de
proteinas ricas em cisteina. Estudos relataram que adipocitocinas, como a resistina,
podem proporcionar relacdo entre resisténcia a insulina, obesidade e
desenvolvimento de diabetes (CONNEELY et al., 2004; MCTERNAN, KUSMINSKI e
KUMAR, 2006; SCHERER, 2006).

Acredita-se que o hormonio resistina desempenhe um papel na RI, inflamacéao
e regulacdo da massa de tecido adiposo através da alteragdo na diferenciacéo de
adipécitos (STEPPAN et al, 2001). A resistina pode induzir a expressao do
supressor da sinalizagdo de citocinas, um inibidor conhecido pela sinalizacdo a
insulina, reduzindo a sensibilizagdo a esse horménio (STEPPAN et al., 2005).

Estudos anteriores avaliaram o papel dos SNPs no gene RETN nos niveis de
resistina e resisténcia a insulina em individuos HIV positivos em HAART (ADDY et
al., 2003; BARB et al., 2005; KAMIN et al., 2005). Os inibidores de protease podem
prejudicar a diferenciagao dos adipécitos através da interagdo com seus sistemas de
expressao génicas, alterando o funcionamento de proteinas regulatérias e
consequentemente os efeitos das adipocitocinas (como a resistina). Estes efeitos
resultam em hipertrofia do tecido adiposo, especialmente em reservas viscerais,
aumento dos triglicerideos, redugao dos niveis plasmaticos de HDL e resisténcia a
insulina nos adipdcitos (BASTARD et al.,, 2002; GALESCU, BHANGOO e TEN,
2013).

Até 70% da variacao dos niveis séricos de resistina é explicada por fatores
genéticos (MENZAGHI et al., 2006). Estudos anteriores relataram a associacdo de
alguns SNPs com os niveis de resistina (AZUMA et al., 2004; CHO et al., 2004;
NORATA et al., 2007; HIVERT et al., 2009).

O polimorfismo rs1862513 esta localizado na posi¢gao -420C>G , na regiao
promotora do gene Resistina (OSAWA et al.,, 2004). Este SNP foi associado com

niveis mais elevados do horménio resistina e, consequentemente, ao
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desenvolvimento de resisténcia a insulina (OSAWA et al., 2004; HISHIDA et al.,
2013).
Nesse contexto farmacogenético, o presente estudo avaliou o SNP rs1862513

no gene Resistina em individuos portadores de HIV em HAART.
2.8.2 APOB

O Gene Apolipoproteina B ou APOB codifica para apolipoproteinas que sao
componentes estruturais das particulas de lipoproteinas e servem como cofatores
para as enzimas que metabolizam lipidios e ligantes para receptores de
lipoproteinas (ZAMAN et al., 1997). Esse gene é expresso principalmente nos
hepatécitos e, em menor grau, no intestino delgado. O gene APOB esta localizado
no cromossomo 2 entre as regides 2p24 e p23 (KNOTT et al., 1985).

A apolipoproteina B (ApoB) é um constituinte indispensavel da LDL, VLDL e
quilomicrons, transportando tanto TGs quanto ésteres de colesterol durante o
metabolismo de lipoproteinas (KNOTT et al., 1985; FISHER, ZECH e STACPOOLE,
1994). A ApoB é necessaria para a incorporagao celular e catabolismo do LDL pelo
receptor de LDL. Assim, ApoB ¢ vital para a sintese, transporte e catabolismo das
lipoproteinas ricas em TG e ricas em colesterol no intestino e no figado
(OLOFSSON, ASP e BOREN, 1999; BRODSKY e FISHER, 2008).

E sabido que esquemas de terapia antirretroviral podem ser associados a
sindrome chamada lipodistrofia e dislipidemia do HIV (CARR et al., 1998;
GRINSPOON e CARR, 2005; MANUEL et al., 2005). As causas destas patologias
ainda sao pouco compreendidas, mas inibidores da protease podem ser mais
propensos a causar anomalias metabdlicas (PURNELL et al., 2000; GRINSPOON,
2005; JEMSEK et al., 2006).

Os inibidores de protease podem alterar o metabolismo lipidico em individuos
portadores de HIV. Percebe-se um aumento do colesterol total, VLDL rico em TG e
LDL nestas pessoas. Contudo, os mecanismos pelos quais os IPs (em especial o
RTV) influenciam o metabolismo lipidico ainda n&o estdo bem elucidados (DURO et
al., 2013).

Estudos em ratos sugerem que os IPs reduzem a degradagao proteossomal

de ApoB, gerando um aumento na produgéao de particulas de VLDL e LDL (CARR et
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al., 1998; RIDDLE et al., 2002). Além disso, as alteragées no metabolismo da ApoB
podem, em parte, ser explicadas pela inducdo causada pelo ritonavir dentro dos
hepatdcitos, que leva ao acumulo de fatores nucleares de transcricio como os
esteroides reguladores ligados a proteinas, resultando em uma regulagao positiva
nas vias metabdlicas e excessiva produgao de VLDL (PURNELL et al., 2000).

Estudos demonstraram uma associagcdo entre o tratamento com DA4T,
especialmente quando em associagao com DDI, e aumento dos niveis de colesterol
e TG (CARR et al., 1998; MARTIN et al., 2004; BARBARO e BARBARINI, 2006).
Estes estudos contribuem com a hipétese de que analogos timidinicos, como AZT e
D4T, podem contribuir com a elevacao de lipidios por afetarem a fungdo mitocondrial
e, consequentemente a oxidacdo dos acidos graxos no musculo esquelético (DE
WIT et al., 2008).

No entanto, nem todos os individuos expostos ao mesmo esquema
terapéutico desenvolvem dislipidemia. Esta discrepancia pode ser devida, pelo
menos em parte, aos fatores genéticos. O risco de dislipidemia tem sido descrito em
individuos portadores de gendtipos desfavoraveis para os genes que codificam as
apolipoproteinas (TARR et al., 2005; ARNEDO et al., 2007; ROTGER et al., 2009).

Neste contexto farmacogenético, o presente trabalho realizou a avaliagédo do
SNP sindnimo rs693, localizado na posigao 7673C>T do gene APOB, no éxon 26
(BENN et al., 2005).

2.8.3 APOA5

Dislipidemias em individuos com HIV sdo fortemente influenciadas pela
variabilidade genética e, entre os genes candidatos, o da Apolipoproteina A-V
(ApoAV), codificada pelo gene APOAS5, aparece como provavelmente o modulador
mais potente do metabolismo de triglicerideos (PENNACCHIO et al., 2001; RIBALTA
et al., 2003). Estudos realizados em camundongos relatam que, quando a produgéo
de ApoaV € aumentada, os niveis de TGs plasmaticos s&o reduzidos em até 65%,
quando comparados aos niveis no grupo controle. No entanto, quando ha supressao
do gene APQOAS5, os niveis de TG aumentam em até 400% (PENNACCHIO et al.,
2001).
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O gene APOA5 humano é constituido por quatro éxons e esta localizado no
cromossomo 11923. Este gene €& expresso nos hepatécitos e seu produto é
secretado para o plasma, estando presente principalmente no HDL (VAN DER
VLIET et al., 2001).

A proteina codificada por este gene, a ApoAV, € uma apolipoproteina
componente da HDL que desempenha um papel importante na regulagao dos niveis
de triglicerideos no plasma. Esta proteina é responsavel tanto por ser um potente
estimulador da hidrélise de TG mediada pela lipoproteina lipase (LPL), quanto por
ser um inibidor da taxa de producdo de VLDL-TG hepatico (sem afetar a taxa de
producdo de VLDL-apoB) Também pode ser associada com quilomicrons, em menor
grau.(SCHAAP et al., 2004). Desta forma, ApoAV reduz os niveis de TG
plasmaticos, aumentando os niveis de TG hepaticos (PENNACCHIO et al., 2002;
LEE et al., 2004). Em condi¢gdes normais, os TGs ricos em VLDL s&o transferidos
para HDL, quando se tornam substrato para LPL, e sdo rapidamente eliminados da
circulacdo (HUANG, 2009; ECKEL et al., 2010).

De acordo com mecanismos que ja foram explicados anteriormente, os IPs
sao capazes de interferir na diferenciacdo de adipécitos e estes efeitos resultam em
disfungdes metabdlicas, incluindo a redugao dos niveis de HDL, do qual a ApoAV é
componente (MARTINEZ et al., 1999; BASTARD et al., 2002). Alguns antirretrovirais
afetam diretamente a sinalizagao celular de insulina, causando uma mudanca rapida
e aguda na sensibilidade a este hormdnio, enquanto que outros causam alteragdes
no tecido adiposo levando a alteragdes da funcdo mitocondrial do musculo
esquelético, conduzindo a uma resisténcia a insulina secundaria (MURATA, HRUZ e
MUECKLER, 2000; DE WIT et al., 2008; HRUZ, 2011).

Direta ou indiretamente, estes efeitos contribuem para o que se conhece
como lipotoxicidade, em individuos infectados pelo HIV em HAART, caracterizada
por gordura subcutanea disfuncional com aumentos de gordura visceral e circulagao
de acidos graxos livres, com a deposigcao de lipidios em tecidos nao-adiposos, tais
como o figado e os musculos, o que contribui para Rl (FLEISCHMAN et al., 2007;
VILLARROYA, DOMINGO e GIRALT, 2010).

O presente estudo realizou a avaliacdo do SNP ndo-sindnimo rs3135506 na

posicado 129C>G do gene APOA5, que causa uma troca de um aminoacido serina

51



(UCG) por um triptofano (UGG) na posigao 19 da proteina ApoAV (S19T) (WILLER
et al., 2008). Esta mutacdo pode levar a alteracdo da sintese ou da estrutura

secundaria da proteina, modificando sua fungdo no controle da eliminagdo de
lipidios (WARD et al., 2003).

2.8.4 CCHCR1

O gene CCHCRT1 (do inglés Coiled-Coil alpha-Helical Rod protein 1), € um
gene altamente polimérfico, localizado no cromossomo 6p21.3. Este gene codifica
para a proteina CCHCR1, que possui 782 aminoacidos e € composta por 18 éxons.
(SUGAWARA et al., 2003; CHANG et al., 2004).

Predigdes de estruturas secundarias da proteina CCHCR1 sugerem que esta
contém varios segmentos de estrutura em super-hélice. E uma proteina nuclear ou
citoplasmatica, mas também ja foi encontrada na mitocdndria e endossomos e
também em pseuddpodos de queratindcitos in vitro (SUGAWARA et al., 2003). A
sua localizagcdo nuclear e possibilidade de dimerizacdo e interagdes com o DNA
sugerem um papel da CCHCR1 na regulacdo da proliferacdo ou diferenciagao
celular (O'BRIEN et al., 2001; ASUMALAHTI et al., 2002; SUOMELA et al., 2003).

CCHCR1 é super-expressa em queratindcitos de lesdes de pele com
erupgcoes cutaneas, enquanto que, em amostras de pele aparentemente normais,
sua presenga € quase imperceptivel. Por isso, embora CCHCR1 seja um gene
candidato plausivel para a susceptibilidade a psoriase, seu papel no
desenvolvimento de erupg¢ao cutanea tem sido consistentemente sugerido em
Estudos de Associacdo do Genoma Total (do inglés Genome-Wide Association
Studies—-GWAS) (SHENTON, 2007; CHANTARANGSU et al., 2011).

Os polimorfismos rs746647 e rs1265112 sao localizados em uma regido de
intron (CHANTARANGSU et al., 2011). Apesar de ser uma regido nao codificante,
este tipo de SNP pode levar a alteracido da funcéo da proteina através de um erro no
processo de splicing. Nesse processo pode ocorrer um erro de reconhecimento de
introns e, como consequéncia, um intron podera ser transcrito e posteriormente
traduzido, dando origem a uma proteina ndo funcional ou com fungdo alterada
(CLANCY, 2008).
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O SNP rs1576 , ndo-sinbnimo, esta localizado na posi¢cédo 2675C>G do gene
CCHCR1, levando a alteracéo do cédon TCC para TCG, alterando um aminoacido
serina para cisteina na posicao 829 (S829C) em uma regidao codificadora do gene
(CHANTARANGSU et al., 2011).

O presente estudo avaliou a presenca dos SNPs rs746647, rs1265112 e
rs1576 com o desenvolvimento de Rash Cutdaneo em pessoas portadoras do HIV em
HAART.

2.8.5 A superfamilia NR

O gene NR1I2 (nuclear receptor subfamily 1) ou Receptor X de Pregnano (do
inglés Pregnane X Receptor) (PXR) e NR1I3 ou Receptor de Androstano
Constitutivo (do inglés Constitutive Androstane Receptor) (CAR), sdo membros da
superfamilia dos Receptores Nucleares (NR) e agem principalmente como sensores
de xenobidticos, aumentando a expressao de enzimas metabolizadoras de
farmacos, facilitando a eliminacdo de xenobidticos do corpo (WANG e LECLUYSE,
2003; CHEN et al., 2012). NR112 e NR1I3 sao reguladores da transcricao de uma
grande variedade de genes, cujos produtos metabolizam uma vasta gama de
farmacos (CHEN et al., 2012; PIEDADE et al., 2012).

O gene NR1I2, que codifica para a proteina PXR, é composto por 10 éxons e
esta localizado entre as regides 3912 e q13.3 (ZHANG et al., 2001). Varios SNPs
foram relatados em NR112 e alguns estdo associados a alteragdes na funcado da
PXR (FELLAY et al., 2005). O gene NR1I3, que codifica para a proteina CAR, esta
localizado no cromossomo 1g23.3, e é constituido por 9 éxons. Variantes diferentes
de NR1I3 foram descritos, em que cada isoforma resulta de uma combinacéo
diferente de eventos de splicing alternativo (AUERBACH et al., 2003; LAMBA et al.,
2004).

Os INNTRs, como o efavirenz, sdo metabolizados pelas proteinas do sistema
CYP e pelas UDP-glicuronosiltransferases (UGTs) hepaticas. A expressao de PXR e
CAR se correlaciona com a expressao destas proteinas metabolizadoras do EFZ
(CESPEDES e ABERG, 2006).

Ativadores de CAR tém demonstrado induzir genes de UGT2B in vivo, e

assim CAR aparenta desempenhar um papel na regulagdo basal e induzida das
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enzimas envolvidas no metabolismo do efavirenz (WYEN et al., 2011). Além disso,
INNTRs podem induzir a atividade do promotor de CYP3A4 através de PXR, e de
fato um aumento na atividade do CYP3A4 é vista em individuos tratados com
efavirenz (HARIPARSAD et al., 2004). Portanto, existe a hipotese de que a
variabilidade interindividual em PXR e CAR, causada por polimorfismos, resultaria na
variabilidade interindividual adicional de CYP2B6, CYP2A6 e UGT2B7 (WYEN et al.,
2008).

O SNP rs1523130 esta localizado na posigao 44477T>C em uma regidao no
promotor 5’UTR do gene NR1I2, podendo levar a modificagbes na quantidade da
proteina PXR produzida (LAMBA et al., 2008).

O polimorfismo rs2307424 sinbnimo esta localizado na posigdo 540C>T do
gene NR1I3, na posicdo P180P da proteina, levando a uma alteragdo do cédon CCC
para CCT, mantendo o aminoacido prolina na posicdo (CORTES et al., 2013).
Apesar de ser um polimorfismo que nao causa alteracdo na sequéncia de
aminoacidos na proteina, um SNP sin6nimo leva a utilizagdo de cédons sinbnimos
diferentes daqueles preferencialmente utilizados pela célula, que pode levar a
reducao da taxa de expresséo do gene, visto que haveria uma menor quantidade de
tRNA especifico disponivel. Como consequéncia deste processo, ocorre uma
reducdo na quantidade de proteina produzida (COMERON e AGUADE, 1998; FOX e
ERILL, 2010).

3 HIPOTESES DE ESTUDO
3.1 RETN

O presente estudo levantou uma hipétese com relacdo ao polimorfismo
rs1862513 no gene RETN, que consiste em: (1) o SNP rs1862513 no gene RETN
pode levar ao aumento na produgcdo do horménio Resistina, (2) a presenca da
resistina ativa uma via que culmina na reducao da sensibilidade do receptor de
insulina, (3) a redugdo da agado da insulina acarreta no bloqueio da entrada de
glicose na célula caracterizando o quadro clinico de R, (4) paralelamente, ocorre a
interacdo dos IPs com proteinas envolvidas nos sistemas de expressao génica dos

adipdcitos, (5) alterando a agado de proteinas regulatérias e consequente
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prejudicando os efeitos das adipocitocinas (como a resistina). A Figura 6 abaixo

representa o esquema de desenvolvimento de Rl induzida por IPs e potencializada

pelo SNP rs1862513 no gene RETN.

VACUOLO Le Dl

<’> Resistina

’ Receptores de insuluna
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‘ Inibidores de protease 4
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Proteinas do sistema de expressao génica ®
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» o Proteinas regulatdrias de expressBo génica

Figura 6 - Esquema de desenvolvimento de RI induzida por IPs e potencializada pelo SNP
rs1862513 no gene RETN: (1) o SNP rs1862513 pode levar ao aumento na producdo de
Resistina, (2) ativando uma via que culmina na reducéo da sensibilidade dos receptores de
insulina, (3) levando ao quadro de resisténcia a insulina. (4) Paralelamente pode ocorrer a
interagdo dos IPs com proteinas do sistema de expressao génica dos adipdcitos, (5) alterando
a agao de proteinas regulatérias e consequentemente os efeitos da resistina.
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3.2 APOB

O presente trabalho realizou a avaliagdo do SNP sinénimo rs693, localizado
na posi¢ao 7673C>T do gene APOB, no éxon 26. Este SNP causa uma mudancga de
cédon ACC para ACT (posicao 7673 do gene, T2488T da proteina), ndo alterando o
aminoacido treonina na cadeia polipeptidica. Por se tratar de uma alteragdo de um
cédon sinbnimo, ocorre uma mudanga da taxa de tradugédo da proteina ApoB, visto
que alteragdes deste tipo podem alterar a velocidade de expressao do gene, devido
a disponibilidade diferenciada de tRNA especifico na célula para os diferentes
coédons sinbnimos.

Esta anadlise se justifica sob a seguinte hipotese formulada pelo presente
trabalho: (1) o SNP rs693 no gene APOB pode levar ao aumento nos niveis da
proteina APOB levando a maior disponibilidade de ApoB para compor VLDL e LDL,
(2) favorecendo a evolugdo de um quadro clinico de hipercolesterolemia. Como
consequéncia (3) ocorre aumento da conjugacdo de VLDL e LDL aos TGs
(colesterol total), (4) caracterizando também um quadro de hipercolesterolemia total
pelo aumento de VLDL-TG e LDL-TG na corrente sanguinea. (5) Paralelamente, os
IPs reduzem a degradacdo proteossomal de ApoB, gerando um aumento na
producao de particulas de VLDL e LDL, favorecendo a evolugdo de um quadro de
hipercolesterolemia. A Figura 7 abaixo representa o esquema do desenvolvimento

deste processo.
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Figura 7 - Esquema do desenvolvimento de hipercolesterolemia induzida pelo SNP rs693 no
gene APOB potencializada pelo efeito dos antirretrovirais: (1) o SNP rs693 pode levar ao
aumento nos niveis da ApoB levando a maior disponibilidade de VLDL e LDL, (2) levando a
evolugao de um quadro clinico de hipercolesterolemia. Como consequéncia (3) ocorre aumento
dos niveis de TGs, (4) caracterizando um quadro de hipercolesterolemia total pelo aumento de
VLDL-TG e LDL-TG na corrente sanguinea. (5) Paralelamente, os IPs podem reduzir a
degradagéao proteossomal de ApoB, gerando a evolugao do quadro de hipercolesterolemia.

De forma semelhante, Dumitrescu et al. (2011) estudaram o SNP rs693
associado com niveis de LDL-C e os niveis de TG em diferentes modelos de
hereditariedade (DUMITRESCU et al., 2011).

57



3.3 APOA5

O presente estudo formulou a seguinte hipotese para o desenvolvimento de
hipertrigliceridemia induzida pelo SNP rs3135506 no gene APQOAS5 potencializada
pelo efeito dos antirretrovirais: (1) o SNP rs3135506 no gene APOA5 pode causar
uma alteracdo na estrutura da proteina ApoAV dificultando a composi¢cdo do HDL,
reduzindo seus niveis hepaticos. (2) Como consequéncia, ocorre a redugao da taxa
de conjugagao do HDL com o TG, (3) reduzindo a taxa de transporte e eliminagao
dos TGs do organismo, (4) levando ao acumulo de TGs na corrente sanguinea,
caracterizando um quadro clinico de hipertrigliceridemia. (5) Paralelamente, os IPs
reduzem a degradacéo proteossomal de ApoB, gerando um aumento na produgao
de particulas de VLDL e LDL, favorecendo a evolugdo de um quadro de

hipercolesterolemia. A Figura 8 abaixo esquematiza este processo.
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Figura 8 - Esquema do desenvolvimento de hipertrigliceridemia induzida pelo SNP rs3135506 no
gene APOAS5 potencializada pelo efeito dos antirretrovirais: (1) o SNP rs3135506 pode causar uma
alteracdo na estrutura da ApoAV dificultando a composi¢cado do HDL. (2) Como consequéncia, ocorre
a reducgdo da taxa de conjugacdo do HDL com o TG, (3) reduzindo a taxa eliminacédo dos TGs, (4)
caracterizando um quadro clinico de hipertrigliceridemia. (5) Paralelamente, os IPs reduzem a
degradacéo proteossomal de ApoB, gerando um aumento na produc¢édo de VLDL e LDL, favorecendo
a evolugao de um quadro de hipercolesterolemia.
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3.4 CCHCR1

O presente estudo tomou como critério fundamental a importancia
funcional do gene CCHCRT1 nos processos de regulagdo da proliferagdo ou
diferenciagcdo dos queratinécitos, bem como o possivel mecanismo de
desenvolvimento de erupg¢ao cutadnea induzida pelos antirretrovirais ao nivel destas
células.

Tendo em vista que a nevirapina € um INNTR e todos os antirretrovirais desta
mesma classe possuem mecanismos de agao semelhantes (RAWAL, MURUGESAN
e KATTI, 2012), é plausivel estender esta hipotese de estudo também para os
demais INNTRs da HAART.

O presente estudo formulou a seguinte hipdtese para o mecanismo de
desenvolvimento de rash cutaneo induzido pelos SNPs rs746647, rs1265112 e
rs1576 no gene CCHCR1 potencializada pelo efeito dos antirretrovirais: (1) a entrada
da nevirapina no queratinécito pode desencadear (2) a produgao de citocinas pré-
inflamatdrias que (3) emitem sinais de perigo ativando o sistema imunolégico, que
(4) como mecanismo de defesa do organismo leva o queratinécito a apoptose
exacerbada, caracterizando o quadro clinico de rash cuténeo. (5) A presenca dos
SNPs rs746647, rs1265112 e rs1576 no gene CCHCR1 podem levar ao aumento
nos niveis da proteina CCHCR1, (6) que atua aumentando a proliferagdo e
diferenciagcao celular, agravando o quadro de inflamagado (rash cutdneo). Este

processo encontra-se esquematizado na Figura 9 a seguir.

59



VASO
SANGUINEQ

Nevirapina

v
1_ w
vV Y
v
2|V
i
Citocing; '. .
v Nevirapina J&? 4
® citocinas : o ‘-"5'::_
¥ CCHCR1 [
6 ¥
' -
"' gCHCRl
s ¥

&
* Jusamnécwo

Figura 9 - Esquema do desenvolvimento de rash cuténeo induzido pelos SNPs rs746647,
rs1265112 e rs1576 no gene CCHCR1 potencializada pelo efeito dos antirretrovirais: (1) a
entrada da nevirapina no queratinédcito pode desencadear (2) a producédo de citocinas pro-
inflamatdrias que (3) emitem sinais de perigo ativando o sistema imunolégico. (4) Como
mecanismo de defesa o queratindcito sofre apoptose exacerbada, caracterizando o quadro
clinico de rash cutaneo. (5) A presenca dos SNPs rs746647, rs1265112 e rs1576 podem levar
ao aumento nos niveis da proteina CCHCR1, (6) que atua aumentando a proliferagdo e
diferenciag&o celular, agravando o quadro de inflamacao (rash cutaneo).

3.5 A Superfamilia NR

Com base na farmacogenética do NR71/2 e NR1I3, o presente estudo
selecionou dois SNPs nestes genes, que através de sua interagdo com as proteinas
metabolizadoras do EFZ podem levar ao aumento da concentracao
cefalorraquidiana deste farmaco, induzindo reagcées neuropsiquiatricas em pacientes
em HAART.

No contexto da farmacogenética dos genes NR71I2 e NR1I3 o presente
trabalho formulou a hipétese de que: (1) os SNPs rs1523130 e rs2307424 nos genes
NR1I12 e NR1I3, podem causar reducio na producgao das proteinas PXR e CAR, que
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sdo fatores de transcricdo e ajudam na expresséo das proteinas que metabolizam o
efavirenz. Como consequéncia (2) ocorre uma redugcdo do metabolismo do EFZ,
levando ao acumulo deste farmaco na célula. (3) O acumulo do EFZ nao
metabolizado favorece sua passagem pela barreira hemato-encefalica, atingindo o
tecido nervoso e causando neurotoxicidade. A Figura 10 abaixo representa o
esquema do desenvolvimento de neurotoxicidade induzida pelos SNPs rs1523130 e

rs2307424 nos genes NR112 e NR1I3 potencializada pelo efeito do efavirenz.
e '
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Figura 10 - Esquema do desenvolvimento de neurotoxicidade induzida pelos SNPs rs1523130
e rs2307424 nos genes NR1/2 e NR1I3 potencializada pelo efeito do efavirenz: (1) os SNPs
rs1523130 e rs2307424, podem causar redugédo na produgao das proteinas PXR e CAR. Como
consequéncia (2) ocorre uma redugao do metabolismo do EFZ. (3) O acumulo do EFZ néo
metabolizado favorece sua passagem pela barreira hemato-encefalica, atingindo o tecido
nervoso e causando neurotoxicidade.
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4 METODOLOGIA
4.1 Desenho do estudo e questdes éticas

A presente pesquisa trata-se de um estudo do tipo caso-controle. Este tipo de
trabalho possui como caracteristica a analise observacional e retrospectiva, ou seja,
a identificacao de fatores de risco depois do diagnostico de determinado caso clinico
em um grupo de individuos (SCHULZ e GRIMES, 2002). Neste estudo,
acompanham-se dois grupos de individuos, onde um grupo apresenta o caso clinico
e outro nao, realizando-se comparacoes entre os dois.

Dessa forma, os individuos portadores do HIV-1 em atendimento no Instituto
de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) foram convidados para o
estudo. Cada paciente contribuiu com uma amostra de sangue periférico, mediante
autorizacdo com um termo de consentimento acompanhado por um questionario de
abordagem epidemiolégica (Apéndices A e B). O delineamento metodoldgico do
estudo recebeu aprovagao prévia do comité de ética em pesquisa do IMIP (Anexo
A).

4.2 Descricao e caracterizagdo da amostra

A populacédo escolhida para o estudo foi selecionada retrospectivamente e
consiste em 250 individuos em tratamento antirretroviral da regidao metropolitana de
Recife-PE, atendidos no ambulatério do Hospital Dia do Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira - IMIP. Os seguintes parametros clinicos foram

avaliados para a selegao dos individuos:

e Medicamentos e dosagem escolhidos para o tratamento;
e Presenca ou auséncia de reagdes adversas dentro de um periodo de

pelo menos um ano de tratamento continuo.

Baseando-se nesses parametros, as amostras foram caracterizadas de
acordo com a apresentagao ou nao de reagdes adversas decorrentes do tratamento.
Os individuos que apresentaram reacdes adversas severas, potencialmente fatais

(segundo parametros da OMS) ou que necessitaram de troca de esquema
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terapéutico devido ao uso dos medicamentos antirretrovirais foram classificados
como casos, enquanto os que apresentaram RA leves, moderadas ou ndo sofreram
essas reagoes, fizeram parte dos grupos controles, o que permitiu uma analise em
separado para melhor avaliar fatores genéticos possivelmente associados ao
surgimento de reagbes adversas. Os grupos casos e 0s grupos controles foram
ainda estratificados de acordo com as reacbdes adversas para cada um dos oito
polimorfismos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

As reacgdes adversas incluidas na analise s&do aquelas de maior incidéncia
entre os individuos participantes da pesquisa e estdo listadas a seguir: resisténcia
insulinica, alteracdes lipidicas, erupcédo cutanea e intolerancia a EFV. A Tabela 3
abaixo relaciona os grupos de estudo utilizados classificados de acordo com a
ocorréncia de reagdes adversas
Tabela 3 - Relagdo dos grupos de estudo classificados de acordo com a ocorréncia de reagdes
adversas: casos (reacdes adversas severas, potencialmente fatais ou que necessitaram de troca de

esquema terapéutico devido ao uso dos medicamentos antirretrovirais) e controles (reagbes adversas
leves, moderadas ou que nao sofreram reagodes)

o Case Grumo Conte
Resisténcia a Insulina 56 194
Dislipidemia 23 227
Rash cutaneo 38 212
Neurotoxicidade 59 191

4.2.1 Elegibilidade
Critérios Gerais de Inclusdo para o Estudo:

e |dade entre 18 e 50 anos;
e Tratamento antirretroviral continuo por pelo menos um ano;

e Boa adesao ao tratamento (sem interrupgées significativas do tratamento);
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Critérios Gerais de Exclusao para o Estudo:

e Mulheres gravidas;

e Usuarios de drogas ilicitas;

e Portadores de co-infeccdes como outros virus e doengas sistémicas
cronicas pré-existentes que poderiam confundir o diagndstico de presenca

de reacbes adversas.

Critérios para Inclusdao no Grupo de Casos (reagbes adversas):

e Individuos que apresentaram reagdes adversas severas a graves,
segundo parametros da OMS, decorrentes da terapia antirretroviral;
¢ Individuos que apresentaram reacdes adversas que levaram a mudanga

de esquema terapéutico.

Critérios para Inclusdo no Grupo de Controles:

¢ Individuos que nao apresentaram reag¢des adversas;

e Que apresentaram reacbes adversas apenas nos primeiros meses do
tratamento;

e Que apresentaram reagdes adversas moderadas a leves, segundo

parametros da OMS.
4.2.2 Procedimentos para coleta de dados

Os individuos em tratamento anti-HIV foram selecionados por conveniéncia
segundo a demanda do ambulatério do Hospital Dia do IMIP. Os individuos que
compareceram para consulta de rotina e que preencheram os critérios de
inclusdo/exclusdo do estudo foram apresentados a pesquisa. Os individuos que se
voluntariaram assinaram o termo de consentimento livre e informado para que fosse
coletado 4 mL de sangue periférico em um tubo com anticoagulante (EDTA), bem

como o fornecimento de dados do prontuario.
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4.3 Processamento das amostras
4.3.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA genbmico foi realizada utilizando-se o Genomic Prep
Blood DNA isolation kit (método salting out), de acordo com as instrugdes do

fabricante (Promega).
4.3.2 Genotipagem

Todos os SNPs foram genotipados através da tecnologia de PCR em tempo
real com sondas TagMan utilizando a plataforma ABI 7500 (Applied Biosystems)
com o protocolo: desnaturagédo inicial a 95 °C por 10 min, seguida por 35 ciclos de
amplificagdo (desnaturacéo a 95 °C por 15 s e anelamento/extensao a 60 °C por 1
min).

Todos os polimorfismos foram genotipados usando sondas TagMan de
genotipagem (codigos das sondas: C_1394112_10 (rs1862513); C_7615420 20
(rs693); C_25638153_10 (rs3135506); C_2438320_20 (rs1576); C_2207931_10
(rs746647); C_2452236_10 (rs1265112); C_9152783_20 (rs1523130);
C_25746794 20 (rs2307424)) (Life Technologies, California, EUA).

4 .4 Variaveis estudadas
4.4.1 Variaveis clinicas

Do ponto de vista clinico, as variaveis escolhidas neste estudo possivelmente
podem influenciar no resultado final de tratamentos farmacolégicos de um modo

geral. Sao elas: idade, peso, etnia e sexo.
4.4.2 Variaveis genéticas

Os genes e polimorfismos candidatos foram selecionados através de busca
na literatura e por critérios funcionais. Foram selecionados oito SNPs em seis genes
associados com a ocorréncia de reag¢des adversas em individuos portadores de HIV
em terapia antirretroviral. Os genes e SNPs escolhidos foram: RETN; SNP
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rs1862513 (-420C>G; 5'UTR), APOB; rs693 (7673C>T; sinGnimo: T2488T), APOAS5;
rs3135506 (129C>G; né&o-sinbnimo: S19T), CCHCRI1; rs1576 (2675C>G; nao
sinbnimo: S829C); rs746647 (1473-597A>G) e rs1265112 (1105-27T>C), NR1I2;
rs1523130 (44477T>C; 5'UTR), e NR113; rs2307424 (540C>T; sin6bnimo: (P180P).

A Tabela 4 abaixo relaciona todos os genes e SNPs estudados, suas
Sequéncias de Referéncia (do inglés Refeference Sequence, RefSeq), tipo e os
codigos das sondas utilizadas.

Tabela 4 - Relagdo de genes e SNPs estudados, suas Sequéncias de Referéncia (do inglés
Refeference Sequence, RefSeq), tipo e os cddigos das sondas utilizadas.

Genes RefSeq Tipo Cddigo da Sonda
RETN  rs1862513 5UTR C_1394112_10
APOB rs693 sindnimo (T2488T) C_7615420 20

APOA5 rs3135506 n&o-sinbnimo (S19T) C_25638153_10
rs1576 nao-sinbnimo (S829C) C_2438320_20

CCHCR1 rs746647 regido intrénica C_2207931_10
rs1265112 regido intrbnica C_2452236_10
NR1[2  rs1523130 5'UTR C_9152783_20

NR1I3  rs2307424 sinbnimo (P180P) C_25746794_20

Todos os SNPs analisados possuem a frequéncia do alelo minoritario maior
do que 5%, de acordo com o banco de dados do consorcio internacional HapMap
nas populagdbes CEPH (amostras representativas de populacdes ascendentes de
europeus) e YRI (amostras representativas de uma tribo africana). Como pode ser

visto na Tabela 5 abaixo.
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Tabela 5. Frequéncias dos alelos minoritarios nos SNPs analisados de acordo com o banco de dados
do consorcio internacional HapMap nas populagdes CEPH (amostras representativas de populagdes
ascendentes de europeus) e YRI (amostras representativas de uma tribo a

Frequéncia HapMap

Gene  RefSeq  Alelos Alelo CEPH YRI
minoritario

RETN  rs1862513  C/G G 0.35 045

APOB 693 A/G A 05 0,19

APOA5  rs3135506  C/G c 0.06 0,05

(STA6647  AIG G 03 023

CCHCR1 rs1265112 C/T c 03 023

rs1576  CIG c 0,32 027

NR112  rs1523130 C/T c 0,65 0,07

NR1I3  rs2307424  A/G A 0,34 0,12

4.5 Analises estatisticas

O Teste T de Welch foi usado para analisar se determinados valores das
variaveis clinicas pré-tratamento (idade e massa corporal) poderiam influenciar no
posterior desenvolvimento de reacdes adversas.

O Teste Exato de Fisher foi usado para avaliar se as variaveis (sexo e etnia)
poderiam influenciar no posterior desenvolvimento de reagdes adversas.

O Teste exato de Fisher foi usado para testar a associagdo das variaveis

genéticas com a ocorréncia de reac¢des adversas.
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5 RESULTADOS
5.1 Resultados para resisténcia a insulina
5.1.1 Analise das variaveis clinicas

De acordo com os resultados obtidos nos testes de associacao clinica, ndo ha
ligacdo estatisticamente significativa entre massa corporal (p=0,64) e idade do
individuo no inicio da HAART (p=0,39), com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina na populagao estudada, como pode ser visto na Tabela 6.

Tabela 6. Testes de associagao (variaveis clinicas idade e massa corporal no inicio do tratamento),

medidas de associagao e p-values resultantes (Teste T de Welch) com a ocorréncia de resisténcia a
insulina em individuos em HAART.

Média + DP

Variavel i Teste t
Casos* (n=56) C(():;o Sl)is) p

Idade no Inicio do Tratamento (anos) 32,27+8,24 31,18+8,61 0,86 0,39

Massa Corporal no Inicio do Tratamento

61,66+11,33  62,49+13,82 045 0,64
(Kg)

*Individuos que desenvolveram resisténcia a insulina
**Individuos que ndo desenvolveram resisténcia a insulina

Com relacédo as variaveis clinicas sexo e etnia também nao ha associagao
estatisticamente significativa (p<0,05) entre o grupo que apresentou resisténcia a

insulina devido a HAART e grupo controle, como pode ser visto na Tabela 7 abaixo.
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Tabela 7 - Testes de associagao (variaveis clinicas sexo e etnia), medidas de
associagao e p-valores resultantes (Teste Exato de Fisher) na ocorréncia de
resisténcia a insulina.

Casos* Controles** Medida de Associagao

Variavel _ _ OR p
(n=56) (n=194) [IC de 95%]
Masculino 17 49 128
Sexo Feminino 39 145 [0,66-2,48] 0,5
Total 56 194
Afrodescendente 45 150 1o
Etnia Branco 11 44 [0,57:2,51] 0,71
Total 56 194

OR - razéo de chances

IC de 95% - intervalo de confianga de 95%

*Individuos que desenvolveram resisténcia a insulina
**Individuos que n&o desenvolveram resisténcia a insulina

5.1.2 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene RETN

As frequéncias observadas dos gendtipos do RETN estiveram em equilibrio,

em conformidade com o Principio de Hardy-Weinberg. Apds a estratificacdo de

acordo com o desenvolvimento de resisténcia a insulina, o alelo minoritario G do

polimorfismo rs1862513 nao se apresentou associado com a ocorréncia desta

reagdo adversa, apresentando frequéncia de 35,71% entre o grupo caso contra

35,82% entre os controles, diferenga estatisticamente n&o significante (p=1). Estes

resultados podem ser visualizados na Tabela 8.

Tabela 8 - Frequéncias alélicas e genotipicas do gene RETN e testes de associagao (teste exato de

Fisher) com a ocorréncia de resisténcia a insulina em individuos em HAART.

Alelo Frequéncias

e OR
SNP Minoritario* e p
Genétipos Casos™** Controles** n=194  [IC de 95%]
n=56 (%) (%)
G 40/112 139/388 1 y
(35,71) (35,82) [0,64-1,54]
rs1862513 G/IG 3/56 (5,3) 21/194 (10,82)
C/G 34/56 (60,7) 97/194 (50) 0,27
C/IC 19/56 (34) 76/194 (39,17)

OR - razéo de chances

IC de 95% - intervalo de confianca de 95%

*Apenas o alelo minoritario foi incluido para simplificar a apresentagdo dos resultados
*Individuos que desenvolveram resisténcia a insulina

**Individuos que n&o desenvolveram resisténcia a insulina
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5.2 Resultados para dislipidemia
5.2.1 Analises das variaveis clinicas

ApoOs a estratificagcdo dos grupos de estudo de acordo com a ocorréncia de
reacoes adversas a HAART, nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas para as variaveis clinicas idade e massa corporal no inicio do
tratamento, quando se comparou o grupo que desenvolveu dislipidemia com o grupo
controle. Estes resultados podem ser encontrados na Tabela 9.

Tabela 9 - Testes de associagéo (variaveis clinicas idade e massa corporal no inicio do tratamento),

medidas de associagdo e p-valores resultantes (Teste T de Welch) com a ocorréncia de dislipidemia
em individuos em HAART.

Média + DP
Variavel . Controles** Teste t p
Casos* (n=23) (n=227)
Idade no Inicio do Tratamento (anos) 30,89+8,1 31,48+8,57 0,33 0,74

Massa Corporal nc()KIgl)mo do Tratamento 63.87+16,03 62.15413 0.49 0,62
*Individuos que desenvolveram dislipidemia
**Individuos que n&o desenvolveram dislipidemia

Também nado foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
para as variaveis sexo e etnia, entre os grupos de estudo. Os resultados dos testes
de Fisher obtidos apontam um p-value de 1,00 para a variavel sexo entre os grupos.
Para a variavel etnia, os p-values encontrados também mostram que, ndo ha
diferengas estatisticamente significativas entre as populag¢des estudadas.

Todos os resultados obtidos das variaveis sexo e etnia sdo apresentados na

Tabela 10 a seguir:
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Tabela 10 - Testes de associacdo (sexo e etnia), medidas de associagdo e p-valores resultantes
(Teste Exato de Fisher) na ocorréncia de dislipidemia.

Casos* Controles** Medida de Associacao

Variavel = _ OR p
(n=23) (n=227) [IC de 95%]
Masculino 6 60 0.98
Sexo Feminino 17 167 [0,3’7-2,6] 1
Total 23 227
Afrodescendente 16 179 061
Etnia Branco 7 48 [0,23’_1 57]
Total 23 227 0,3

OR - razéo de chances

IC de 95% - intervalo de confianga de 95%
*Individuos que desenvolveram dislipidemia
**Individuos que ndo desenvolveram dislipidemia

5.2.2 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene APOB

As frequéncias observadas dos gendtipos APOB estiveram em equilibrio, de
acordo com o Principio de Hardy-Weinberg. Apés as estratificagdes das amostras de
acordo com a ocorréncia de reagdes adversas, as frequéncias alélicas do SNP rs693
nao se apresentaram associadas com a presenca de dislipidemia. Também nao foi
observada uma associagdo genotipica estatisticamente significativa entre os
gendtipos dos grupos caso e controle com a ocorréncia desta reagao (p= 0,55).
Estes dados podem ser observados na Tabela 11.

Tabela 11 - Frequéncias alélicas e genotipicas do gene APOB e testes de associagéo (teste exato de
Fisher) com a ocorréncia de dislipidemia em individuos em HAART.

SNP Alelo Minoritario* Frequéncias OR
e Genétipos Casos™ Controles™* [IC de 95%] P
n=23 (%) n=227 (%)
15/46 0,85
A (31,6) 164/454 (36,12) [0,44-1,63] 0,75
rs693 A/A 1/23 (4,34) 26/227 (11,45)
A/G 13/23 (56,52) 112/227(49,34) 0,55
G/IG 9/23 (39,13) 89/227 (39,2)

OR - razao de chances

IC de 95% - intervalo de confianca de 95%

*Apenas o alelo minoritario foi incluido para simplificar a apresentag¢ao dos resultados
**Individuos que apresentaram dislipidemia.

***Individuos que ndo apresentaram dislipidemia.
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5.2.3 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene APOA5

ApOs a estratificacdo das amostras de acordo com a ocorréncia de reacdes
adversas a HAART para o gene APOA5, nao houve diferengas significativas das
frequéncias do alelo C do polimorfismo S19T (rs3135506) entre os grupos de estudo
(8,7% nos casos, contra 9,91% nos controles, OR= 0,86; IC de 95%=0,3-2,52; p=1),
assim como nos genotipos p= 0,81.

Todas as frequéncias estiveram em equilibrio, de acordo com o principio de
Hardy-Weinberg e estdo sumarizadas na Tabela 12 a seguir.

Tabela 12 - Frequéncias alélicas e genotipicas do gene APOAS5 e testes de associagao (teste exato
de Fisher) com a ocorréncia de dislipidemia em individuos em HAART.

Alelo Frequéncias OR
SNP Minoritario* e
Genotipos Casos** Controles*** [IC de 95%] p
n=23 (%) n=227 (%)
c 4/46 45/454 0,86 1
(8,7) (9,91) [0,3-2,52]
rs3135506 C/C 0/23 (0) 4/227 (1,76)

C/IG 4/23 (17,4) 371227 (16,3) 0,81
G/G 19/23 (82,6) 186/227 (81,93)

OR - razéo de chances

IC de 95% - intervalo de confianga de 95%

*Apenas o alelo minoritario foi incluido para simplificar a apresentagao dos resultados
*Individuos que desenvolveram dislipidemia

**Individuos que ndo desenvolveram dislipidemia

5.3 Resultados para rash cutédneo
5.3.1 Analise das variaveis clinicas

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas para as
variaveis clinicas idade e massa corporal no inicio do tratamento ao comparar o
grupo caso com o controle entre os individuos que desenvolveram erupg¢ao cutanea.

Os testes de associagcdo, bem como medidas de associagao e p-values

resultantes (Teste de T de Welch) sdo mostrados na Tabela 13 abaixo.
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Tabela 13 - Testes de associagao (variaveis clinicas idade e massa corporal no inicio do tratamento),
estratificagbes por esquema terapéutico recebido, medidas de associacdo e p-valores resultantes
(Teste Exato de Fisher) na ocorréncia de erupgéo cutanea.

Média + DP
Variavel Casos* Controles**  Testet P
(n=38) (n=212)
Idade no Inicio do Tratamento (anos) 31,4818,66 31,4348,52 0,03 0,97
Massa Corporal n(()KIgl)cm do Tratamento 62.5+13,36 62,3+13,27 0,08 0.93

*Individuos que desenvolveram erupgao cutanea
**Individuos que ndo desenvolveram erupgao cutanea

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas para as

variaveis sexo e etnia, como esta demonstrado na Tabela 14 a seguir.

Tabela 14 - Testes de associagédo (sexo e etnia), medidas de associagao e p-valores resultantes
(Teste Exato de Fisher) na ocorréncia de erupgao cutanea.

Casos* Controles** Medida de
Variavel (n=38) (n=121) Associagao OR p
[IC de 95%]
Masculino 9 57 0.84
Sexo Feminino 29 155 [0’3’7_1 9] 0,84
Total 38 212
Afrodescendente 30 165 106
Etnia Branco 8 47 [0,45’-2,48] 1
Total 38 212

OR - razdo de chances

IC de 95% - intervalo de confianga de 95%
*Individuos que desenvolveram erupgao cutanea
**Individuos que ndo desenvolveram erupgao cuténea

5.3.2 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene CCHCR1

Todas as frequéncias do CCHCR1 estiveram em equilibrio, de acordo com o
Principio de Hardy-Weinberg. Apods estratificacdo das amostras de acordo com a
ocorréncia de rash cutdneo, ndao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes nas frequéncias alélicas do SNP rs746647 entre os grupos de estudo
(21,05% nos casos, contra 29,24% nos controles; OR= 0,64; IC de 95%= 0,35-1,16;
p=0,17), assim como nos gendtipos p= 0,31.

Também nao foram observadas diferencas significativas entre as frequéncias

do polimorfismo rs1265112 entre os grupos de estudo. O alelo C se apresentou com
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21,05% nos casos contra 26,41% nos controles, a OR foi de 0,74 (IC de 95%=0,41-
1,34) e com um p=0,39. Para este SNP, as frequéncias genotipicas também n&o
tiveram frequéncias genotipicas estatisticamente significantes (p=0,29).

O alelo C do polimorfismo rs1576 também nao se apresentou associado com
o desenvolvimento de reag¢des adversas aos medicamentos anti-HIV, tendo
frequéncia de 22,36% nos caso, contra 28,06% nos controles, diferenga
estatisticamente ndo significante (p=0,33). As frequéncias genotipicas néo
apresentaram associacao estatisticamente significante (p=0,55) como pode ser visto
na Tabela 15.

Tabela 15 - Frequéncias alélicas e genotipicas do gene CCHCR1 e testes de associagao (teste exato
de Fisher) com a ocorréncia de erupgéo cutanea em individuos em HAART.

Frequéncias
Alelo q

_ Ao OR
SNP Minoritario® e Casos™* Controles*** n=212  {|c ge 95%] p
Gendtipos n=38 (%) (%)
0,64
G 16/76 (21,05) 124/424 (29.24) (o0 (e 017
rs746647 GIG 1/38 (2,63) 18/212 (8,5)
AIG 14/38 (36,84) 88/212 (41,5) 0,31
AIA 23/38 (60,52) 106/212 (50)
C 16/76 (21,05) 112/424 (2641) | 401’_714 sy 039
rs1265112 o
CIT + CIC 16/38 (42,1) 1121212 (52,83) 0.25
/T 22/38 (57,9) 100/212 (47,17) ’
C 17776 (22.36) 119424 (28,06) 401’_71331] 0,33
rs1576 cic 2/38 (5,26) 15/212 (7)
CIG 13/38 (34,21) 89/212 (42) 0,55
G/IG 23/38 (60,52) 108/212 (51)

OR - razdo de chances

IC de 95% - intervalo de confianga de 95%

*Apenas o alelo minoritario foi incluido para simplificar a apresentagdo dos resultados
**Individuos que desenvolveram erupgao cutanea

***Individuos que n&o desenvolveram erupgéo cutanea
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5.4 Resultados para neurotoxicidade
5.4.1 Analise das variaveis clinicas

De acordo com os resultados do Teste t de Welch realizado, a média da idade
dos individuos participantes do estudo no inicio do tratamento apresentou um p=0,61
e a média de massa corporal um p=0,48. Estes valores sdo estaticamente nao
significantes, demonstrando que ndo ha associacdo entre estas variaveis clinicas
analisadas e o desenvolvimento de intolerancia ao Efavirenz, durante a HAART nos
grupos estudados. A Tabela 16 demonstra estes resultados.

Tabela 16 - Testes de associagao (variaveis clinicas idade e massa corporal no inicio do tratamento),

medidas de associagdo e p-valores resultantes (Teste T de Welch) com a ocorréncia de
neurotoxicidade em individuos em HAART.

Média + DP

Variavel **  Teste t
Casos* (n=59) C(():Ef Slﬁs) p

Idade no Inicio do Tratamento (anos) 31,96+9,33 31,27+8,29 0,5 0,61

Massa Corporal no Inicio do Tratamento

61,18+14,29  62,64£13 07 048
(Kg)

*Individuos que desenvolveram neurotoxicidade
**Individuos que ndo desenvolveram neurotoxicidade

As variaveis clinicas sexo e etnia também nao estdo em associagdo com a
ocorréncia de neurotoxicidade, nos grupos de estudo do presente trabalho, os p-
values obtidos ndo demonstram significancia estatistica. Estes dados podem ser
Tabela 17.
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Tabela 17 - Testes de associagao (variaveis sexo e etnia) e medidas de associagéo

e p-values resultantes (Teste Exato de Fisher) na ocorréncia de neurotoxicidade .

Casos* Controles** Medida de
Variavel (n=59) (n=191) Associagdo OR [IC p
de 95%)]
Masculino 12 54 0.64
Sexo Feminino 47 137 [0,32-1,31] 0,24
Total 59 191
Afrodescendente 49 146 151
Etnia Branco 10 45 [0,70'_3,22] 0,37
Total 59 191

IC de 95% - intervalo de confianga de

95%

*Individuos que desenvolveram neurotoxicidade

**Individuos que ndo desenvolveram neurotoxicidade

5.4.2 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene NR1/2 (PXR)

Todas as frequéncias populacionais para o gene NR1/2 estiveram em

equilibrio, de acordo com o Principio de Hardy-Weinberg. Nao houve diferengas

significativas do alelo C do polimorfismo rs1523130 entre os grupos de estudo:

50,84% entre os casos contra 43,19% entre os controles; OR=1,36; IC de 95%

0,9-2,05 e p= 0,17. Os gendtipos também nado apresentaram diferengas de

frequéncia estatisticamente significativas (p=0,29), como apresentado na Tabela 18.

Tabela 18 - Frequéncias alélicas e genotipicas do gene NR1/2 e testes de associagao (teste exato de
Fisher e qui-quadrado) com a ocorréncia de neurotoxicidade em individuos em HAART.

Frequéncias

Alelo OR
SNP Minoritario* e p
Genétipos Casos** Controles** [IC de 95%]
=59 (%) n=191 (%)
c 60/118 165/382 1,36 017
(50,84) (43,19) 09205
1523130

s c/c 13/59 (22,03) 31/191 (16,23)

CIT 34/59 (57,62) 103/191 (53,92) 0,29
TIT 12/59 (20,33) 57/191 (29,84)

OR - razdo de chances

IC de 95% - intervalo de confianga de 95%
*Apenas o alelo minoritario foi incluido para simplificar a apresentagéo dos resultados
**Individuos que desenvolveram neurotoxicidade

***|ndividuos que n&o desenvolveram neurotoxicidade
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5.4.3 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene NR1/3 (CAR)

Todas as frequéncias populacionais para o gene NR1I3 estiveram em
equilibrio, de acordo com o Principio de Hardy-Weinberg.

Apoés analise estratificada de acordo com as reagbes adversas, o alelo A do
polimorfismo sindbnimo rs2307424 se apresentou associado com uma menor
susceptibilidade na ocorréncia de neurotoxicidade, com frequéncia de 36,76% nos
casos e 55,55% nos controles, visto que sua OR é menor que 1 (OR= 0,93; IC de
95% [0,54-1,6]; p=0,01). J& as frequéncias genotipicas se apresentaram
marginalmente associadas, com um p=0,05, como pode ser visto na Tabela 19.

Tabela 19 - Frequéncias alélicas e genotipicas do gene NR1/3 e testes de associacéo (teste exato de
Fisher) com a ocorréncia de neurotoxicidade em individuos em HAART.

Alelo Frequéncias

L OR
SNP Minoritario* e p
Gendtipos Casos** Controles*** [IC de 95%]
n=34 (%) n=216 (%)
A 0,93
25/68 (36,76) 120/216 (55,55) [0,54-1,6] 0,01
rs2307424 A/A 3/34 (8,82) 23/216 (10,64)
AIG 19/34 (55,88) 74/216 (34,25) 0,05
GIG 12/34 (35,29) 119/216 (55,09)

OR - razéo de chances

IC de 95% - intervalo de confianga de 95%

*Apenas o alelo minoritario foi incluido para simplificar a apresentagdo dos resultados
*Individuos que desenvolveram neurotoxicidade

**Individuos que ndo desenvolveram neurotoxicidade

Ao realizar a analise através do Teste de Fisher para o modelo de
dominancia, foi visto que o gendtipo G/G oferece risco, favorecendo a ocorréncia de
neurotoxicidade (OR= 2,24; IC de 95% [1,05-4,77]; p= 0,04). A Tabela 20 demonstra

estes dados.
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Tabela 20. Modelo de dominancia para as frequéncias alélicas e genotipicas do
gene NR1I3 e testes de associagéao (teste exato de Fisher) com a ocorréncia de

neurotoxicidade em individuos em HAART.

Frequéncias
Alelo

A OR
SNP Minoritario® e Casos** Controles*** [IC de 95%] p

Gendtipos n=34 (%) n=216 (%)

A 25/68 (36,76)  120/216 (55,55)  0,93[0,54-1,6] 0,01

rs2307424
A/G+A/A 2234 (64,7)  97/216 (44.9)
224[105-477] 0,04
GIG 12/34 (35,29)  119/216 (55,09)

OR - razéo de chances

IC de 95% - intervalo de confianga de 95%

*Apenas o alelo minoritario foi incluido para simplificar a apresentagdo dos resultados
*Individuos que desenvolveram neurotoxicidade

**Individuos que n&o desenvolveram neurotoxicidade
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6 DISCUSSAO

O presente estudo realizou a analise de oito polimorfismos em seis genes
candidatos (APOB, APOA5, CCHCR1, RETN, NR1I2 e NR1I3), selecionados de
acordo com critérios funcionais, quando estudados em conjunto com fatores clinicos
e epidemiolégicos em uma analise de associagdo. Foi avaliado se os SNPs
selecionados estariam envolvidos com o desenvolvimento de reagbes adversas em
individuos portadores do HIV em tratamento.

Foi analisada também a influéncia das variaveis clinicas idade, massa
corporal do paciente no inicio do tratamento, sexo e etnia com a ocorréncia de
resisténcia a insulina, dislipidemia, erup¢ao cutdnea e neurotoxicidade.

Nossos resultados n&o apontam associacbes estatisticamente
significativas entre idade e a ocorréncia de reagbes adversas a HAART na
populacado estudada. Nossos dados apoiam os resultados de um estudo anterior que
comparou a prevaléncia de reagdes adversas metabdlicas e neurolégicas em
mulheres. Este estudo constatou que aquelas com idade acima de 50 anos nao
eram mais propensas a desenvolver os efeitos estudados do que as mulheres com
idade inferior a 40 anos (SILVERBERG et al., 2009).

Entretanto, em um estudo de 2003, Zingmond et al. (2003) relataram a idade
dos individuos como sendo um fator preponderante na ocorréncia de alguns reagdes
adversas a HAART, incluindo mialgias, parestesias, perda de peso e suores
noturnos (ZINGMOND et al., 2003).

E importante observar que pessoas com idade avancada podem estar
predispostas a uma maior carga de comorbidades e menor tolerabilidade a terapia, o
que pode contribuir como fator de confusdo na determinagao dos sintomas. Deste
modo, o presente estudo admitiu, como critério de exclusdo amostral, individuos
com idade superior a 50 anos.

Em termos de farmacocinética, o maior teor de gordura corporal pode expor
um individuo a uma maior susceptibilidade para armazenar compostos lipofilicos e
diferengcas no volume de distribuicdo de farmacos, o que pode ser clinicamente
relevante. Desta forma, pessoas com maior volume de gordura corporal podem ter

aumento no volume de distribuicdo de farmacos antirretrovirais lipofilicos,
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aumentando o tempo de meia vida do medicamento e elevando a duragédo de seu
efeito e, consequentemente, levando a uma maior susceptibilidade as reacdes
adversas (ANDERSON, 2005).

Nossos resultados ndo apontam influéncia da massa corporal em individuos
na ocorréncia das reagdes adversas estudadas induzidas pela HAART.

Alencastro et al (2011) em estudo semelhante verificaram que a massa
corporal apresentou influéncia na resisténcia a insulina na HAART apenas entre as
mulheres, mas n&o entre os homens (ALENCASTRO et al., 2011). Esses resultados
sugerem que as associagdes encontradas poderiam ter sido devido ao sexo e ndo a
massa corporal.

Nossos resultados ndo apontam uma relagado entre sexo e a ocorréncia das
reacOes adversas na populagao estudada. Nossos dados apoiam os resultados do
estudo realizado por Rather et al. (2012), em que as diferengas encontradas na
ocorréncia de RAs entre homens e mulheres poderiam ser devidos ao numero
desproporcional entre os géneros na amostra estudada (RATHER et al., 2013). De
forma similar, nossos grupos de estudo sdo compostos por uma quantidade maior
de mulheres do que de homens, o que pode ter gerado distor¢ées nos resultados
encontrados.

Com relagcdo aos fatores raciais nossos resultados n&o identificaram
associagdes estatisticamente significativas que indiquem que a etnia dos individuos
possa influenciar no desenvolvimento de reacbes adversas induzidas pela HAART.
Nossos resultados apoiam resultados de estudos anteriores, que constataram que
diferengas atribuidas as racas na realidade podem ser devido as disparidades
econbmicas e sociais, resultando em uma diminuicado do acesso aos cuidados de
saude e maior incidéncia do HIV (SILVERBERG et al., 2006).

O gene RETN codifica para a produ¢ao de um horménio chamado resistina,
cujos mecanismos estado relacionados com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina. Existem fortes indicios de que SNPs neste gene estejam relacionados com
a reducgao de sensibilizagdo a insulina em individuos portadores de HIV em HAART,
ja que o efeito da presenga do hormédnio resistina pode potencializar os disturbios
metabdlicos causados pelos antirretrovirais (ADDY et al., 2003; BARB et al., 2005;
KAMIN et al., 2005).
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O SNP rs1862513 no gene RETN leva ao aumento na produgdo do horménio
Resistina, que culminaria na reducdo da sensibilidade do receptor de insulina,
acarretando no bloqueio da entrada de glicose na célula caracterizando o quadro
clinico de RIl. Em paralelo, os IPs poderiam interagir com proteinas envolvidas nos
sistemas de expressao génica dos adipocitos, diminuindo a regulagcéo de proteinas
regulatorias e consequente desregulagdo dos efeitos das adipocitocinas (como a
resistina).

Contudo, a analise do SNP rs1862513 realizada pelo presente estudo nao
apontou sua relagcdo com o desenvolvimento de resisténcia a insulina em individuos
portadores de HIV em terapia antirretroviral. Nossos resultados dédo suporte aos
achados de Ranade et al (2008), que também n&o encontraram associagdo entre
estes parametros (RANADE et al., 2008).

Localizado na regido do promotor, o SNP rs1862513 foi investigado por varios
grupos de pesquisa (HIVERT et al., 2009; MAKINO et al.,, 2009; OSAWA et al.,
2010). Em um estudo de meta-analise, verificou-se que a presenga do alelo
minoritario G estava associado com a ocorréncia de Rl (HIVERT et al., 2009).

Muitos estudos sobre o gene RETN foram realizados, mas a discrepancia dos
resultados obtidos reflete a necessidade de explorar mais o efeito de polimorfismos
neste gene, visto que a resisténcia a insulina é um fendmeno complexo e
multifatorial e uma reagao persistente nos individuos que fazem uso da HAART.

O gene APOB codifica para proteinas que estdo envolvidas com os
mecanismos de transporte e eliminagdo de lipidios (ZAMAN et al., 1997). Sendo
assim, polimorfismos neste gene podem estar relacionados com o desenvolvimento
de dislipidemias em individuos portadores de HIV em HAART devido ao acumulo de
colesterdis e TGs no organismo. O SNP rs693, localizado no gene APOB, ja foi
associado com o aumento dos niveis de LDL-C e os niveis de TG em diferentes
modelos de hereditariedade (DUMITRESCU et al., 2011).

O SNP rs693 no gene APOB poderia levar ao aumento nos niveis da proteina
APOB levando a maior disponibilidade de ApoB para compor VLDL e LDL, levando a
um quadro de hipercolesterolemia. Paralelamente, os IPs reduzem a degradacao
proteossomal de ApoB, gerando um aumento na producao de particulas de VLDL e

LDL, agravando o quadro de hipercolesterolemia.

81



Nossos resultados nao identificaram associagdo do SNP rs693 no
desenvolvimento de dislipidemias na populacao estudadas.

Rotger et al. (2009), confirmaram o papel de nove SNPs nos niveis de
colesterol ndo-HDL, entre eles o SNP rs693, que causa o aumento dos niveis de
LDL (ROTGER et al., 2009).

Saxena et al (2007) identificaram que a presenga do polimorfismo rs693 esta
associada com o aumento dos niveis da proteina ApoB e de colesterol LDL para os
individuos que possuem o alelo minoritario A (SAXENA et al., 2007). Contudo, no
nosso trabalho, a presenca do alelo minoritario A, ndo estd associado com
dislipidemias.

Outro gene fortemente relacionado com a ocorréncia de dislipidemias € o
APOA5, que codifica para a ApoAV, envolvida no processo de transporte e
eliminagéo de lipidios plasmaticos (PENNACCHIO et al, 2001; RIBALTA et al.,
2003; LAl et al., 2004).

A proteina ApoAV, é uma apolipoproteina componente da lipoproteina de alta
densidade (HDL). Esta proteina é determinante dos niveis de TG plasmaticos, tanto
por ser um potente estimulador da hidrélise de TG, quanto por ser um inibidor da
taxa de producdo de VLDL-TG hepatico (sem afetar a taxa de produc¢do de VLDL-
apoB) (SCHAAP et al, 2004). Desta forma, ApoAV reduz os niveis de TG
plasmaticos, aumentando os niveis de TG hepaticos (PENNACCHIO et al., 2002;
LEE et al., 2004).

O SNP rs3135506 no gene APOA5 pode causar uma alteragao na estrutura
da proteina ApoAV dificultando a composi¢cdao do HDL, reduzindo seus niveis
hepaticos. Consequentemente, ocorre a reducéo da taxa de transporte e eliminagao
dos TGs do organismo, caracterizando um quadro clinico de hipertrigliceridemia.
Paralelamente, os IPs reduzem a degradagao proteossomal de ApoB, gerando um
aumento na produgédo de particulas de VLDL e LDL, favorecendo a evolugéo de um
quadro de hipercolesterolemia.

Contudo, o presente estudo nao identificou nenhuma associagao
estatisticamente significativa entre o SNP rs3135506 neste gene e a ocorréncia de

dislipidemias na populacao estudada.
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Estudos anteriores relataram que a presenga do alelo minoritario G confere,
em seus portadores, um risco maior de ter niveis elevados de TG (PENNACCHIO et
al.; WARD et al., 2003).

Wright et al. (2006) compararam individuos com niveis normais de TG e
individuos com hipertrigliceridemia e observaram que uma maior frequéncia do alelo
minoritario G entre os individuos com os niveis de TG mais elevados, reforgando os
resultados dos estudos anteriormente citados (WRIGHT et al., 2006)

Interessantemente, a presente pesquisa encontrou uma distribuicdo
diferenciada nas frequéncias do alelo de risco, constatando uma menor frequéncia
do alelo C. Esse fato pode ter ocorrido devido a diferengas genéticas na populagéo
estudada com relagcédo as populagdes dos demais estudos. Este fato evidencia que
futuros estudos na populagao brasileira devem ser realizados para dar mais suporte
e confirmar os nossos resultados.

Com as elucidagbes que podem ser geradas por estudos desse tipo, podera
ser possivel que pessoas com perfis genéticos especificos sejam direcionadas a
tomar esquemas de HAART especificos e apropriados, evitando, por exemplo, a
inclusdo de IPs, conhecidos por causar dislipidemia. Além disso, estes individuos
com determinados perfis genéticos, podem ser orientados a ter habitos de vida e
alimentares mais saudaveis, favoraveis a redugao de riscos de desenvolver
hipercolesterolemia ou resisténcia a insulina, por exemplo, como a pratica de
exercicios fisicos e alimentacbes menos gordurosas. Modificagcbes como estas,
podem minimizar os efeitos das reacdes adversas causadas pela HAART.

O gene CCHCRI1, um gene altamente polimérfico que codifica para uma
proteina cuja localizag&o nuclear possibilita sua interagdo com o DNA, sugerindo um
papel regulatério da proteina CCHCR1 na proliferacdo e diferenciagdo dos
queratinécitos (O'BRIEN et al., 2001; ASUMALAHTI et al., 2002; SUOMELA et al.,
2003). A CCHCR1 é super-expressa em queratindcitos em lesbes de pele, como
erupgoes cutaneas, podendo estar envolvido na susceptibilidade a erupgéo cuténea
desencadeada pela HAART (UETRECHT, 2009; CHANTARANGSU et al., 2011).

O presente estudo analisou os SNPs rs746647 e rs1265112; localizados em

regides intronicas, que podem levar a alteragcdo da fungdo da proteina CCHCR1

83



através de um erro no processo de splicing e o SNP rs1576; nao-sinbnimo, que leva
a alteracao na estrutura da proteina, podendo levar a alteragcdes na sua fungao.

Com a presenca da nevirapina nos queratindcitos poderia ser desencadeada
a produgao de citocinas pro-inflamatérias, o que levaria a ativagdo do sistema
imunologico que, como mecanismo de defesa do organismo, levaria o0s
queratinécitos a apoptose exacerbada, caracterizando o quadro clinico de rash
cuténeo. A presenca dos SNPs rs746647, rs1265112 e rs1576 no gene CCHCR1
pode levar ao aumento nos niveis da proteina CCHCR1, que atua aumentando a
proliferagcdo e diferenciagdo celular, agravando o quadro de inflamagdo (rash
cuténeo).

A presente pesquisa ndo encontrou associacdo entre os polimorfismos e o
desenvolvimento de erupg¢ao cutanea na populagao estudada.

Em um estudo pioneiro do tipo GWAS, Chantarangsu et al (2011)
identificaram associacdo destes trés SNPs com erupcdo cutadnea induzida por
nevirapina (CHANTARANGSU et al., 2011).

E possivel que diferengas genéticas populacionais possam explicar as
discrepancias entre os resultados do presente estudo e os de Chantarangsu et al
(2011), sugerindo a necessidade de novos estudos com o gene CCHCR1 na
populacao brasileira, incluindo outras variaveis ou genes que possam influenciar na
funcdo da CCHCR1.

As proteinas CAR e PXR codificadas pelos genes NR1/2 e NR1I3
respectivamente, sdo reguladoras da transcricdo de uma grande variedade de
genes, cujos produtos metabolizam uma vasta gama de farmacos (CHEN et al.,
2012; PIEDADE et al., 2012). O citocromo P4502B6, codificado pelo gene CYP2B6
desempenha um papel importante na metabolizagao do efavirenz. CAR e PXR estéo
associadas com a atividade desta proteina (WYEN et al., 2011).

O SNP rs1523130, localizado na regiao promotora (5° UTR) no gene NR1/2,
pode levar a modificacbes na quantidade da proteina traduzida, o que pode dificultar
a interagdo de PXR com as enzimas metabolizadoras do EFZ, levando ao acumulo
deste farmaco no LCR, causando neurotoxicidade.

O SNP analisado pelo presente estudo no gene NR1/2 ndo se apresentou

associado com a ocorréncia de neurotoxicidade ao efavirenz.

84



O SNP sinénimo rs2307424 no gene NR1I3 foi igualmente analisado. Neste
polimorfismo, a presencga do alelo minoritario A, com p=0,01 e intervalo de confianga
de 95% da OR= 0,93 (IC de 95%=0,54-1,6), sugere menor susceptibilidade para
desenvolver neurotoxicidade.

Wyen C et al (2011), constataram que a presenca do alelo A foi associada
com a redugdo dos niveis sanguineos de EFZ, levando a mudangas de esquema
terapéutico devido a falhas virolégicas e nao por ocorréncia de reagdes adversas.
De fato, de acordo com nossos resultados, a presencga do alelo A, poderia acarretar
uma redugao dos niveis de EFZ no organismo, o que n&o é mencionado do trabalho
de Wyen C et al (2011). Como consequéncia, os individuos portadores deste alelo
teriam niveis plasmaticos de EFZ mais baixos, evitando sua passagem pela barreira
hemato-encefalica e sua consequente neurotoxicidade. Novos estudos devem ser
realizados quantificando as concentracdes plasmaticas de EFZ na populacéo
brasileira para confirmar estes resultados.

O modelo de dominéncia para a distribuicdo genotipica foi aplicado para
confirmar qual dos gendtipos do gene NR1/3 estdo associados ao desenvolvimento
de neurotoxicidade. Nossos resultados mostram p=0,04 para as frequéncias
genotipicas e intervalo de confianga de 95% da OR= 2,24 (IC de 95%=1,05-4,77).
Estes dados sugerem que o gendtipo G/G oferece maior susceptibilidade na
ocorréncia de neurotoxicidade. Portanto, os resultados encontrados no presente
estudo suportam os achados de Wyen C et al (2011), em que evidenciou-se que a
presenga do genodtipo G/G foi associada a interrupgdo do tratamento com EFZ
devido a ocorréncia de reacdes neurotoxicas.

O presente estudo realizou a analise de seis polimorfismos cujos efeitos
atuam como fatores somatdrios aos efeitos dos antirretrovirais na ocorréncia de
reagcdes adversas, agravando os efeitos toxicos inerentes destes farmacos. A
presente pesquisa realizou ainda a analise de dois SNPs cujos efeitos podem causar
reducao dos niveis de proteinas envolvidas na metabolizagdo do efavirenz, levando
a neurotoxicidade por acumulo deste farmaco no LCR.

Estudos deste tipo podem colaborar para a aplicabilidade clinica, pois ajudam
na montagem de modelos preditivos de reagbes adversas, possibilitando a

montagem de um esquema de medicamentos especificos em doses adequadas para
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cada pessoa. A personalizagdao da HAART poderia evitar que, por exemplo, uma
pessoa com o gendtipo G/G para o SNP rs2307424 no gene NR1I3, tomasse
efavirenz, de modo a minimizar os riscos de desenvolvimento de disturbios
neuropsiquiatricos. Seria possivel ainda analisar a presenga do alelo A deste
polimorfismo nas pessoas que fazem uso de HAART, pois ele pode estar associado
com a menor susceptibilidade no desenvolvimento de neurotoxicidade, indicando
que esta pessoa portadora deste alelo pode fazer uso deste medicamento.

A Figura 11 abaixo esquematiza o0 mecanismo através do qual a presenga do
alelo A (gendtipos A/A e A/G) confere menor susceptibilidade na neurotoxicidade do
efavirenz no SNP rs2307424 no gene NR1I3.

o '

EFAVIRENZ

y
.5 L TECIDO
NERVOSO

Minima presenca do EFZ
no tecido nervoso nido
causa neurotoxicidade

# Efavirenz BARREIRA

# Metabdlito do Efavirenz ¥ HEMATO-ENCEFALICA
para eliminagio 4

Figura 11. Esquema do mecanismo através do qual a presenga do alelo A (gendtipos A/A e AIG)
confere menor susceptibilidade na neurotoxicidade do efavirenz no SNP rs2307424 no gene NR1I3:
(1) a presenca do alelo A (gendtipo A/A ou A/G) do SNP rs2307424 no gene NR1I3 pode causar o
aumento na produgdo da proteina CAR, que é fator de transcricdo que ajuda na expressdo das
proteinas que metabolizam o EFZ. Como consequéncia, (2) ocorre um aumento do metabolismo do
EFZ, levando a (3) producédo dos metabdlitos deste farmaco para ser eliminado da célula. Como
consequéncia do aumento da eliminagdo do EFZ do organismo, (4) uma minima quantidade de EFZ
atravessa a barreira hemato-encefalica, sendo insignificante, e (5) ndo causa neurotoxicidade.
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O presente estudo apresentou algumas limitagdes que estdo relacionadas
com informagdes ausentes sobre o diagndstico das reagdes adversas analisados:
(1) o desenho do estudo foi retrospectivo, (2) as informagdes coletadas foram auto-
relatadas pelos proprios participantes da pesquisa e (3) as mudancgas de esquema

terapéutico nem sempre foram baseadas em diagndsticos laboratoriais.
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7 CONCLUSOES

As variaveis idade, massa corporal, sexo e etnia ndo estiveram associadas
com a ocorréncia das reagdes adversas analisadas na populacao estudada.

Nao foram detectadas evidéncias de que polimorfismos nos genes RETN,
APOB, APOA5, CCHCR1 e NR1I2 estejam associados com o desenvolvimento de
reacoes adversas a HAART.

O gendtipo G/G do polimorfismo rs2307424 no gene NR1I/3 pode estar
relacionado com o aumento da susceptibilidade no desenvolvimento de
neurotoxicidade induzida pelo EFZ. A presenca do alelo A deste SNP pode estar

associado com reducao da susceptibilidade na ocorréncia desta reacéao.
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8 PERSPECTIVAS

Novos estudos com o gene NR1/3 devem ser realizados para melhor elucidar
o papel de seus polimorfismos no desenvolvimento de reagdes neurotdxicas, como a
quantificacdo dos niveis de EFZ no plasma dos individuos para confirmar a fungéo

do alelo A no SNP rs2307424 em outras populagdes.

As analises das populacbes estudadas no presente estudo devem ser
ampliadas para outras populagdes geneticamente mais diversificadas para

proporcionar maior poder estatistico aos resultados encontrados.

A utilizagdo de um modelo de regressao logistica podera explicar e predizer o
desenvolvimento de reagdes adversas a HAART, possibilitando a construgdo de um
modelo pratico com base em fatores genéticos individuas que indiquem risco de
desenvolver determinada reagao adversa a um medicamento especifico durante a
HAART.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Polimorfismos em Genes de Vias de Metabolizagéo e
Transporte de Drogas e Terapia Antirretroviral Contra o HIV.

Pesquisador responsavel Comité de Etica em Pesquisa
Antonio Victor Campos Coelho

Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista,
Universitaria, Recife, PE. CEP: Recife, PE. CEP: 50070-550.

50670-901. Telefone: 2101-2542
Telefone: 2122-4756

avccbio@gmail.com . . o
comitedeetica@imip.org.br

Convidamos vocé a participar da pesquisa que estamos realizando sobre
diferengas genéticas envolvidas no resultado final da terapia contra o HIV.

Em algumas pessoas o remédio contra o HIV ndo tem o efeito esperado, que
€ impedir que o virus se multiplique. Outras pessoas apresentam efeitos néo
esperados (adversos) durante o tratamento.

Estamos fazendo essa pesquisa para tentar descobrir se as pessoas que nao
respondem bem ao tratamento apresentam diferencas genéticas que expliquem
porque isso acontece. Essa pesquisa tera como beneficio a geragao de
conhecimento que podera contribuir para que, no futuro, os médicos melhorem os
tratamentos contra o HIV. No fim da pesquisa, vocé recebera um protocolo
resumindo os resultados do trabalho.

Com sua autorizagao, gostariamos de utilizar uma pequena quantidade do
seu sangue (um total de 4 mL) que sera colhido hoje nos exames de rotina de
acompanhamento do seu tratamento. Pedimos também a sua autorizacéo para usar
na pesquisa dados como idade, sexo e resultados dos seus ultimos exames.

Informamos que vocé néao sofrera prejuizo algum. Os riscos que vocé podera
sofrer sdo apenas sintomas provocados pela coleta do sangue, como vermelhidéo e

109



dor no brago no local da coleta. Além disso, todas as suas informagdes pessoais
estardo seguras. Nenhuma pessoa fora da pesquisa tera acesso a elas.

Vocé nao tera nenhum problema caso nao queira participar ou desistir dessa
pesquisa. Asseguramos que vocé vai continuar a receber o mesmo atendimento que
sempre recebeu neste hospital. Caso vocé tenha alguma duvida, por favor, entre em
contato com os responsaveis pela pesquisa.

Eu,
(nome completo) compreendi as informagdes repassadas e autorizo que seja
realizada a avaliagdo genética a partir da amostra de sangue coletada, e concordo
que os dados obtidos sejam utilizados para pesquisa. Declaro que fui informado(a)
pela equipe do pesquisador sobre os objetivos do e estou consciente de que:

1. Concordei em participar da pesquisa sem nenhum tipo de pressao;

2. Posso a qualquer momento entrar em contato por telefone com o pesquisador se
tiver duvida sobre a pesquisa,;

3. Posso a qualquer momento desistir da pesquisa e ndo vou ter problemas no
atendimento do hospital por causa disso;

4. O pesquisador podera ter acesso ao meu prontuario e que minhas informacodes
pessoais serao mantidas em sigilo;

5. Recebi uma cépia deste documento.

Data de Nascimento N° da Identidade N° do Prontuario

Assinatura do Voluntario

Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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APENDICE B - QUESTIONARIO CLINICO

1. Dados Pessoais (apenas para identificacao, nao serao divulgados)

Nome do Paciente

Data de Nascimento

Nome da Mae

Numero do RG

Data do 1° Atendimento

Naturalidade

Peso (em kg) Altura (em m) Sexo
M( ) F(C )
Endereco
N°
Bairro Cidade CEP
Telefone Nivel de Escolaridade (anos de estudo)

O paciente se considera de qual etnia (segundo classificacao do IBGE)?

( )Branca (

) Parda (

) Amarela

() Negra (

) Indigena (

) Nao informado

2. Infeccao pelo HIV e fatores de risco

Modo de transmissao

() Transmisséo vertical

() Relagdes sexuais heterossexuais

() Relagdes sexuais
homossexuais

() Transfusao sanguinea

() Durante tratamento para
hemofilia

6 meses)

() Acidente com material biolégico (seroconversao até

() Uso de drogas injetaveis

() Ignorado
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Qual o ano em que o paciente descobriu que tem o

HIV?

Se a paciente for mulher, ela esta atualmente gravida?

SIM( ) NAO (

) Més de gestacao:

O paciente tem relacoes com um parceiro sabidamente HIV+?

SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ( )
O paciente é usuario de drogas injetaveis?
SIM( ) NAO ( )
3. Tratamento Anti-HIV
Desde qual data o individuo recebe medicamentos anti-HIV?
O individuo esta no primeiro esquema anti-HIV?
SIM( ) NAO ()

Se nao, quantas vezes houve mudanca de esquema?

Indique o(s) Esquema(s) terapéutico(s)

Esquema
Remédio Doses diarias
1123
Abacavir (ABC) comp.de 300mg ( ) sol. oral 20 mg/ml ()
Amprenavir (APV) sol. oral 155 mg/ml ()
Atazanavir (ATV) caps. de 200 mg ( 150mg ( ) 300mg ( )
Darunavir (DRV) comp.de 300mg ( )
Didanosina (ddl) caps.de 250 mg () 400mg ( ) sol. oral 10 mg/ml ()
Efavirenz (EFZ) comp. de)600 MI( caps.de400mg( )  sol.oral 10 mg/mi ( )

Enfuvirtida (T20)

frascos-ampola de 90 mg/ml ()

Estavudina (d4T)

caps.30mg ( ) sol. oral 1 mg/ml ()

Fosamprenavir
(FPV)

comp.de 700 mg ()

Indinavir (IDV)

caps.de400mg( )

Lamivudina (3TC)

comp.de 150 mg ( ) sol. 10 mg/ml ()

Lopinavir/ritonavir
(LPV/r)

comp.200mg+50mg ( ) sol. oral 80 mg/ml + 20 mg/ml (

)
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Nevirapina (NVP)

comp.de200mg ( )

susp. oral 10 mg/ml ()

Raltegravir (RAL) comp. de 400 mg ()
Ritonavir (RTV) caps.de 100 mg ()
Saquinavir (SQV) caps. de 200mg ()
Tenofovir (TDF) comp.de 300mg ()
AZT+3TC comp.de300mg+150mg ( )

Zidovudina (AZT)

caps.de 100 mg ( )

sol. oral 10 mg/ml (

)

sol. injetavel 10 mg/ml (

A mudanca do esquema foi devido a falha terapéutica?

SIM( )

A mudanca do esquema foi devido a efeitos adversos?

SIM( )

Informar os sintomas sentidos que levaram a mudanca do esquema:

() alta de agucar no sangue () ictericia

() anemia () infarto

() aumento no colesterol () insbnia

() cansago () lipodistrofia

() mal estar () mal estar

() diarreia () problemas nos nervos (formigamento,
dorméncia)

() dificuldade de concentragao () problemas no figado

() dor abdominal () problemas nos rins

() dorde cabega () reacao alérgica

() dor de estbmago () sonoléncia

() dorde garganta ( )tontura

( )enjoo ( )tosse

() erupcéao cutanea () vémitos

( )faltade ar

O individuo tem uma boa aderéncia ao tratamento?

SIM( )

NAO ( )

NAO INFORMADO (
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4. Comorbidades

O individuo apresenta alguma doenca pré-existente?

SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ()
Se sim, indique: O paciente toma alguma medicacao para tratar dessa
doenca?
Diabetes ()
Doencga autoimune ()
Hepatite ()
Hipertensdo ()
Tuberculose ()
Outras (explique)
O individuo é fumante?
SIM( ) NAO ()
O individuo bebe?
SIM( ) NAO ( )

5. Infec¢cdes Oportunistas

O paciente apresentou alguma infeccao oportunista ANTES de iniciar

o tratamento?

O paciente apresentou alguma infeccao oportunista DURANTE o

tratamento?

Indique quais foram: (assinale com A para ANTES e D para DURANTE)

(

cavitaria

) Tuberculose disseminada/extra-pulmonar/nao

) Candidiase oral

(

) Candidiase de traqueia, brénquios ou pulméao

) Candidiase do es6fago

(

especificada

) Tuberculose pulmonar cavitaria ou ndo

) Herpes zoster

(

) Herpes simples

) Disfungéo do SNC
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) Diarreia por 1 més ou mais

( ) Febre >38 °C por 1 més ou mais*

) Perda de peso >10%*

() Fadiga ("moleza”)*

) Dermatite persistente

() Anemia e/ou linfocitopenia e/ou
trombocitopenia

) Tosse persistente ou pneumonia*

( ) ingua por 1 més ou mais

) Cancer cervical invasivo (HPV)

() Pneumonia por Pneumocystis carinii

) Toxoplasmose

*nao causadas por tuberculose

Medicamentos para Infeccoes Oportunistas

Esquema
Remédio Dosagens
1123
Aciclovir comp.de 200 mg ( ) FAde 250 mg ( )
Caspofungina FAde 50mg ()
Acido folinico comp.de 15mg () Acido folinico
Anfotericina B FAde50mg ( )
Azitromicina comp. de 500 mg () Azitromicina
Ciprofloxacina comp.de 500 mg ( ) Ciprofloxacina
Cetoconazol comp. de 200mg ()
Claritromicina comp.de 500 mg ( )
Clindamicina comp.de 300 mg ()
Espiramicina comp.de 1,5 mui ()
Medicamentos para Infec¢coes Oportunistas (continuacao)
Esquema
Remédio Dosagens
1123
Ganciclovir comp. de)250 mg ( FAde 500 mg ( )
Itraconazol caps. de)1 00 mg (
Pantamioina FAde300mg( )
Pirimetamina comp.de 25mg ( )
Pravastatina comp.de 20mg ( )
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Respigard I

(

)

Sulfadiazina

comp.de 500 mg ()

Sulfamet. + trimet.

comp. de 400/80 mg (

)

susp. 400/80 mg/6 ml ()

6. Acompanhamento do Tratamento anti-HIV

DATA

CARGA
VIRAL

CD4+

CD8+ CD45+
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APENDICE C - PRODUCOES CIENTIFICAS ASSOCIADAS A ESTE TRABALHO

Contribuicdo na coleta de dados e processamento das amostras para o
projeto de mestrado intitulado “Polimorfismos em Genes Envolvidos na
Farmacocinética de Antirretrovirais e Associagcdo com Falha Virologica da Terapia
Anti-HIV”, desenvolvido por Antonio Campos Coelho. Bem como para o projeto de
doutorado intitulado “O papel de polimorfismos de base unica em genes de restricao
viral na infec¢ao pelo HIV-1" desenvolvido por Ronaldo Celerino da Silva. Ambos os

trabalhos fazem parte do nosso grupo de pesquisa no LIKA — UFPE.
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ANEXO A - PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

7

Instituto de Medicmu Integral ;~
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DECLARACAO

Declaro que o projeto de pesquisa n° 2273 - 11 intitulado
“Polimorfismos em genes de vias de Metabolizagdo e Transporte de
Drogas e terapia Antirretroviral contra o HIV - 1.” apresentado pelo (a)
pesquisador (a) Antonio Victor Campos Coelho foi APROVADO pelo Comité
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Medicina Integral
Prof. Fernando Figueira — IMIP, em reunio de 11 de maio de 2011.

Recife, 12 de maio de 2011

u %ﬂ Filho

6
Co denador do Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto de Medicina Integral Prof. Fermando Figueira (IMIP)
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